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Resumen

El objetivo de este trabajo fue realizar la validacién analitica del método
cromogénico (FVIII:Ccro) en la plataforma ACL TOP y correlacionarlo con
el método coagulable en una etapa (FVIII:Ccoag). El estudio de validacion
(EP5-A2, EP6-A2 y comparacion de métodos por EP-9) se realiz6 para la
curva de rango normal-bajo (CRNB): aproximadamente entre 10-150 Ul/dL
de FVIIl'y de rango muy bajo (CRMB): aproximadamente entre 0-10 Ul/dL.
Los resultados de repetitividad (CVr) y precision intermedia (CVi) fueron
menores del 6% y comparables a los informados por el fabricante para
otras plataformas. El rango de medicién analitica fue de 11-129 Ul/dL
con CRNB, y se extrapol6 a 0,3 Ul/dL al utilizar la CRMB. Para la CRNB
FVIII:Ccro mostré buena correlacién con FVIII:Ccoag: r: 0,98, pendiente:
0,982 (0,961-1,003), ordenada al origen: -0,3 (-1,1-0,5), sesgo: -2,0%.
Para CRMB se obtuvo un r de 0,96, pendiente: 0,921 (0,855-0,988),
ordenada al origen: -0,07 (-0,35-0,20), sesgo: -10,2%. Sélo 4 pacientes
presentaron niveles discrepantes entre ambos métodos. La determinacion
de FVIII:C por el método cromogénico automatizado en la familia ACL TOP
fue comparable con FVIII coagulable en una etapa en el rango analitico
evaluado. EI FVIII:Ccro automatizado puede utilizarse para el diagndstico y
seguimiento del tratamiento de los pacientes hemofilicos.

Palahras clave: FVIII:C cromogénico automatizado; Validacion de métodos; He-
mofilia A

Validation of the chromogenic FVIII:C assay in an
automated platform

Abstract

The objective of this work was to perform the analytical validation of the
chromogenic method (FVIII:Ccro) on the ACL TOP platform correlating
with one stage assay (FVIII:Ccoag). The validation study (EP5-A2, EP6-A2
and comparison of methods by EP-9) was performed for the low-normal
range curve (CRNB): approximately between 10-150 IU/dL of FVIII and
very low range (CRMB): approximately between O0-10 IU/dL. The results
of CVr (repeatability) and CVi (intermediate precision) were lower than 6%
and comparable to those reported by the manufacturer for other platforms.
The analytical measurement range was 11-129 IU/dL, extrapolated to
0.3 1U/dL using the CRMB. For CRNB FVIII:Ccro showed good correlation
with FVIII:Ccoag: r: 0.98, slope: 0.982 (0.961-1.003), intercept: -0.3
(-1.1-0.5), bias: -2.0%. For CRMB: r: 0.96 was obtained, pending: 0.921
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(0.855-0.988), intercept: -0.07 (-0.35-0.20), bias: -10.2%. Only 4 patients presented discrepant levels
between both methods. The automated chromogenic FVIII assay in the ACL TOP family is comparable
with one stage coagulable FVIII in the analytical range studied. The FVIII:Ccro automated can be used for
the diagnosis and monitoring of the treatment of hemophilic patients.

Keywords: Chromogenic FVIII:C assay; Analytical validation methods; Haemophilia A

Validacdo do ensaio FVIII:C cromogénico em plataforma automatizada

R esumo

O objetivo deste trabalho foi a validagdo analitica do método cromogénico (FVIII:Ccro) na plataforma
ACL TOP correlacionando-se com o método coagulavel numa etapa (FVIII:Ccoag). O estudo de validagao
(EP5-A2, EP6-A2 e comparagdo de métodos por EP-9) foi realizado para a curva de faixa normal-baixa
(CRNB) aproximadamente entre 10 e 150 Ul/dL de FVIII e de faixa muito baixa (CRMB): aproximada-
mente entre 0 e 10 Ul/dL. Os resultados de Repetitividade (CVr) e precisdo intermediaria (CVi) foram
inferiores a 6% e comparaveis aos descritos pelo fabricante para outras plataformas. A faixa de medicao
analitica foi de 11-129 Ul/dL com CRNB extrapolando-se para 0,3 Ul/dL utilizando a CRMB. Para a
CRNB FVIII:Ccro houve boa correlacdo com o FVIII: Ccoag: r: 0,98, inclinagdo: 0,982 (0,961-1,003),
ordenada na origem: -0,3 (-1,1-0,5), Viés: -2,0%. Para CRMB: foi obtido um r: 0,96, pendente: 0,921
(0,855-0,988), ordenado na origem: -0,07 (-0,35-0,20), Viés: -10,2%. Apenas quatro pacientes apre-
sentaram niveis discrepantes entre os dois métodos. A determinacao de FVIII:C pelo método cromogénico
automatizado na familia ACL TOP foi comparavel ao FVIII coaguldavel em um estagio na faixa analitica
avaliada. FVIII: O FVIII:Ccro automatizado pode ser utilizado para o diagndstico e seguimento do trata-
mento dos pacientes hemofilicos.

Palavras-chave: FVIII:C cromogénico automatizado; Validacdo de métodos; Hemofilia A

Introduccién

La determinacion de la actividad del Factor VIII
(FVIII:C) se utiliza en el diagnoéstico y monitoreo del
tratamiento de la hemofilia A (HA). Categorizar co-
rrectamente al paciente en hemofilia severa, modera-
da o leve es importante para seleccionar el tratamiento
adecuado. La determinacién puede realizarse por el
método coagulable en una etapa (FVIII:Ccoag) o por
el método cromogénico (FVIII:Ccro). En 1995 se desa-
rroll6 el método cromogénico que se basa en la capa-
cidad del FVIII de actuar como cofactor al promover
la activacion del FX por el FIX activado (FIXa) (1). La
actividad del FX activado (FXa) generado es evalua-
da mediante la hidrélisis de un sustrato cromogénico
especifico del FXa. La tasa de liberacion inicial de la
pnitroanilina medida a 405 nm es proporcional a la
actividad del FXa vy, por ende, a la actividad del FVIII
en la muestra (2). Dado que todos los reactivos estan
en exceso, en este método la absorbancia obtenida de-
pende solamente de la concentracién de FVIIII en la
muestra. Anos atras esta metodologia se realizaba en
forma manual pero actualmente hay algunas platafor-
mas automatizadas que poseen la metédica adaptada
aunque no validada para estos sistemas reactivo-instru-
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mento. Los programas de evaluacién externa de la cali-
dad han demostrado que el método cromogénico para
la determinacion de la actividad de FVIII tiene menor
variabilidad en el diagnéstico de pacientes con HA
leve. Sin embargo, tanto el método coagulable como
el cromogénico presentan altos coeficientes de varia-
cién porcentual (CV%) cuando los niveles de FVIIL:C
son menores a b Ul/dL. El ensayo cromogénico no
es interferido por heparina, inhibidores directos de
trombina o por la presencia de anticoagulante lipico
en la muestra del paciente; pero si es afectado por la
presencia de inhibidores de FXa (3). Es el método re-
comendado para medir FVIII en concentrados por la
Farmacopea Europea. En aproximadamente un tercio
de los pacientes con HA leve hay discrepancias entre
los resultados del método coagulable en una etapa y
el método cromogénico y también se han informado
discrepancias en pacientes con HA moderada (4) (5).
En 1976 se comunicaron por primera vez valores mds
bajos por el método en dos etapas en comparacioén con
los obtenidos por el método coagulable en una etapa.
Estos pacientes presentaban sintomas de sangrado
consistentes con los valores obtenidos por el método
en dos etapas o por el método cromogénico. Se iden-
tificaron mutaciones que afectaban al dominio de in-



terfase A1-A2-A3 que causa una disminucion en la esta-
bilidad del heterotrimero del FVIII activado (FVIIIa).
Se han descripto pacientes en los cuales se observé una
mayor actividad con el método cromogénico que con
el coagulable y no tenian manifestaciones clinicas de
sangrado. En ellos se han identificado 7 mutaciones
que afectan al sitio de clivaje por trombina y al sitio de
union al FIXa (6). No se han encontrado discrepancias
importantes en pacientes con HA severa. Si bien hay
discusion respecto a cual es el ensayo que refleja mejor
la gravedad clinica de los pacientes, las distintas guias
internacionales sugieren utilizar ambos ensayos en los
centros de hemofilia, ya que como se ha mencionado
hay pacientes con determinadas mutaciones que mues-
tran discrepancias entre ambos métodos.

El método cromogénico ha tomado mayor relevan-
cia con el advenimiento de nuevos tratamientos con
la denominada terapia de no reemplazo para la HA,
donde el monitoreo de los pacientes deberia realizarse
utilizando el ensayo cromogénico, en muchos casos no
validado por los fabricantes en equipos automatizados.

El objetivo de este trabajo fue validar la determina-
cion de la actividad de FVIII medida por el método cro-
mogénico en la plataforma ACL TOP Famaly.

Materiales y Métodos

Plataformas utilizadas

Se utilizaron dos coagulémetros de deteccion optica
de ACL TOP Family (Instrumentation Laboratory, Milan,
Italia): ACL TOP 300 y ACL TOP 500.

Rango de validacion

Aproximadamente entre 0 y 150 UI/dL de FVIII:C
(curva de rango normal-bajo (CRNB): 10-150 UI/dL
de FVIII:C, curva de rango muy bajo (CRMB): entre 0y
10 UI/dL de FVIIL:C).

Poblacion

Ensayo de comparaciéon de métodos

Se estudiaron 83 pacientes con diagnéstico de HA 'y
77 donantes de sangre sanos. Los 83 pacientes con HA
se correspondian con: 20 HA severa (FVIIL:C: 0,1-0,9
Ul/dL), 10 con HA moderada (FVIIL:C: 1,1-4,7 Ul/dL),
5 con HA leve (FVIIL:C: 6,0-23,8 Ul/dL), 48 con HA
severa en tratamiento con concentrados de FVIII (80%
de los pacientes estaban en tratamiento con productos
recombinantes de cadena completa).

Para establecer el rango de referencia se estudiaron
120 donantes de sangre, 58% hombres, de 18 a 65 anos
de edad que firmaron el consentimiento informado
para la realizacion del estudio; 42 donantes fueron de
grupo sanguineo “cero”.
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Metodologia

Determinacion del FVIII:C coagulable en una etapa

Se realiz6 con reactivo de tiempo de tromboplastina
parcial activado (APTT) SynthASiL. [APTT-SS, Instru-
mentation Laboratory (IL)] y plasma deficiente en FVIII
(HemosIL deficient plasma, IL) el cual contiene niveles nor-
males de von Willebrand y niveles de FVIII:C <1 UI/dL.
El ensayo de FVIIL:C se realiz6 en tres diluciones (100%,
50% y 25%) utilizando la prueba de paralelismo, acor-
de a la metodica del coagulémetro.

La curva de calibracion se realizé utilizando un plas-
ma calibrador (HemosIL. Cal Plasma, IL) que contenia
un nivel de FVIII medido contra un estandar interna-
cional y los resultados se informaron en UI/dL.

La plataforma ACL TOP realiza una curva de calibra-
cion de 8 puntos (aproximadamente de 0-150 UI/dL),
cada punto por triplicado y utiliza un modelo matema-
tico distinto para cada segmento de la curva (segmento
alto 133-44 UI/dL y segmento bajo (44-0 UI/dL).

El desempeno del ensayo coagulable en una etapa
fue monitoreado con dos niveles de control de calidad
interno: control normal (Normal control assayed, 1L),
control patolégico especial 2 (Special Test 2, IL) y la par-
ticipacion en el programa de control de calidad exter-
no: Rigasy ECAT Foundation.

Determinacién de FVIII:C cromogénico

Se utiliz6 el ensayo Electrachrome FVIII (IL), que contie-
ne: reactivo factor (enzima: volumen de reconstitucion: 3
mL, cuya composicion es: FIXa bovino 0,3 U/vial, FX en
exceso 2,7 IU/vial, y trombina 1 UNIH/vial, CaCl2 40
pmol/vial y fosfolipidos 0,2 pmol/vial), sustrato cromo-
génico (volumen de reconstitucién: 6 mL, composicion:
sustrato cromogénico liofilizado S-2765 7,7 mg/vial, in-
hibidor sintético de trombina I-2581 0,2 mg/vial y ma-
nitol como estabilizante) y solucion reguladora (24 mL
de tampon Tris 0,025 mol/L, solucion concentrada de
pH 7,9). La solucién tampén de trabajo se obtiene al
diluir 1:10 con agua destilada la solucién concentrada.
Condiciones de reaccion: predilucion de la muestra
con soluciéon tampon de trabajo, para el rango normal-
bajo: 1:80, para el rango muy bajo: 1:16. Se toman 50 pL
de la muestra prediluida y se incuba a 37 °C durante 180-
240 segundos, para luego anadir la enzima, e incubar
nuevamente por 120-130 segundos. A continuacién se
anaden 50 pL del sustrato, y a partir de este momen-
to se monitorea la mAbs/min hasta los 120 segundos.
El valor de mAbs/min final se extrapola en la curva de
calibracion correspondiente para obtener la concentra-
cion de FVIII por el método cromogénico.

La curva de calibracién se realiz6 con plasma cali-
brador (HemosIL Cal Plasma, IL) que contiene nivel
de FVIII calibrado contra un estandar internacional
(WHO).
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Para esta determinacion se realizaron dos curvas de
calibraciéon: una curva de rango normal-bajo aproxi-
madamente entre 10-100 UI/dL de actividad de FVIII,
para lo cual el equipo realiz6 4 puntos de calibraciéon
cada uno por duplicado, y una curva de rango muy
bajo: 0-10 UI/dL de FVIII:C, para la cual el equipo rea-
liz6 5 puntos de calibracién y cada uno por duplicado.

Control de calidad interno. Se utilizaron 2 niveles de
control, normal y patolégico especial 2 (Normal Control
Assayed'y Special Test 2, respectivamente. IL), Control de
calidad externo: ECAT Foundation. Las medias de los nive-
les de FVIII cromogénicos de ambos controles internos
se determinaron localmente con 20 mediciones durante
tres dias consecutivos ya que el fabricante no informaba
el valor para esta metodologia para la familia ACL TOP.

Ensayos de validacion

Para los distintos ensayos de validacion se utilizaron
los siguientes controles:

e Para la curva de rango normal-bajo: control
normal: Normal Control Assayed (CN: 91 Ul/dL),
control patologico especial 2: Special Test 2 (CP2:
30 Ul/dL), IL.

¢ Parala curva de rango muy bajo: control normal y
patologico especial: Normal Control Assayedy Special
Test 2 diluidos 1:20 y 1:10 en plasma deficiente en
FVIII (CNd, CP2d respectivamente, IL).

® Niveles de decision médica: *limite superior del
rango de referencia: 150 UI/dL, *limite inferior del
rango de referencia: 50 UI/dL, *categorizacion HA
leve: 5-40 Ul/dL, *categorizacion HA moderada: 1-5
Ul/dL, *categorizacion HA severa: <1 UI/dL (7).

¢ Ensayo de precision: segin el protocolo EP5-A2 del
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) (8).

* Estimacion preliminar (Sdp): se procesaron los 4
niveles de control 20 veces en una misma corrida
analitica. Outliers: 5.5%Sdp.

® Repetitividad (CVr) y precision intermedia (CVi):
cada nivel de control fue medido por duplicado
durante 20 dias.

® Rango de medicién analitico (RMA): se utiliz6 el
protocolo EP6-A2 del CLSI (9): 12 niveles por tri-
plicado, utilizando un pool de donantes (FVIII:C
130 UI/dL), Control Patolégico especial 1 (Spe-
cial Test 1, CP1, FVIII:C 59 Ul/dL), CP2 (FVIIL:C
30 UI/dL), plasma deficiente en FVIII (FVIIIL:C
0,1 UI/dL).

¢ Comparacion de métodos: Se realiz6 conforme
al protocolo EP9-A2 del CLSI (10). Para la curva
de rango normal-bajo se utilizaron 120 muestras
(FVIII:Ccoag entre 11-203 UI/dL), y para la curva
de medicion muy baja: 34 muestras (FVIII:Ccoag
<10 UI/dL).

® Se consider6 un error total aceptable (ETa) segtin
criterios de variabilidad biolégica minima: 13,3%.
El ETa fijado por el estado del arte actual es de
29,8% para la determinacién coagulable en una
etapa (fuente RIQAS para el mismo plasma defi-
citario de APTT utilizado en este estudio) y 34%
(ECAT Foundation).

¢ Intervalos de referencia: se utiliz6 el protocolo
EP28-A2 del CLSI (11) calculado en 120 donantes
de sangre.

Resultados

La metodologia automatizada en la plataforma ACL
TOP Family permite realizar dos curvas de calibraciéon
para la medicién de la actividad de FVIII cromogénico
(Fig. 1) (Fig. 2).

Ensayo de precisién

La Tabla I muestra los resultados obtenidos para el
ensayo de precision preliminar, y los resultados obteni-
dos en el ensayo de repetitividad y precision intermedia
se muestran en la Tabla II.

Los resultados de CVr y CVi son menores de 6% y
comparables a los informados por el fabricante para
este método cromogénico en la plataforma ACL Futu-
ra/ACL Advance (Tabla IT).

342 Concentracién | Objetivo Valor medio
304 Ul/dL Ul/dL (Dabs/min)
266
100 91 329,48
228
€ 190 1 50 45,5 204,60
% L e 25 22,8 134,49
114 12,5 11,4 92,01
38 F-—mmemn ‘:, SR _.4:.. SO SUBNBEVEUE: SUUSUSEUIUNS: SUUUUUIUIUNS SUCIORPUIU SUSUU
0- Y T ; T T

Figura 1. Curva de calibracién rango normal-bajo del método cromogénico.
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Figura 2. Curva de calibracion rango muy bajo del método cromogénico.
Tabla |. Resultados de precision preliminar.
Resultados en plataforma ACL TOP Family (media + desvio estandar Ul/dL)
CN CP2 CNd CP2d
95,5+/-1,8 31,9+/-1,3 4,7+/-0,2 2,0+/-0,1
CN: control normal; CP2: control patolégico especial 2; CNd: control normal diluido; CP2d: control patolégico especial 2 diluido
Tabla Il. Resultados de repetitividad y precision intermedia.
Resultados del ensayo de precision (plataforma ACL TOP)
Imprecision CN (96,1 Ul/dL) CP2 (31,9 Ul/dL) CNd (4,0 Ul/dL) CP2d (1,3 Ul/dL)
CVr (%) 1,3 1,8 3,6 4,8
CVi (%) 2,4 4,7 4.9 5,4
Resultados de imprecision del FVIII:C cromogénico informados por el fabricante
(plataforma ACL Futura/ACL Advance)
Imprecisién 99,0 Ul/dL 42,0 Ul/dL 5,0 Ul/dL 1,0 Ul/dL
CVr (%) 1,6 3,6 2,5 2,8
CVi (%) 3,5 5,4 2,9 4,6
CN: control normal; CP2: control patolégico especial 2; CNd: control normal diluido 1/20 en plasma deficiente en FVIII; CP2d: control
patoldgico especial 2 diluido 1/10 en plasma deficiente en FVIII; CVr (%): repetitividad porcentual; CVi (%) precision intermedia porcentual.
Linealidad observa que en la curva de rango normal-bajo los méto-

El método mostr6 comportamiento lineal en el ran-
go de medicién: 0,3-129 Ul/dL, pendiente: 0,99 (0,98-
1,00); ordenada al origen: 0,44 (-0,06-0,94) (Fig. 3). Li-
mite de cuantificacion: 0,3 UI/dL.

Comparacién de métodos

Al aplicar el protocolo EP9 para la curva de rango
normal-bajo se obtuvieron los siguientes resultados:
FVIII:Ccoag vs. FVII:Ccro » 0,98, pendiente: 0,982
(0,961-1,003), ordenada al origen: -0,3 (-1,1-0,5), sesgo:
-2,0%. Para CRMB: se obtuvo un coeficiente de correla-
cion de 0,96, pendiente: 0,921 (0,855-0,988), ordenada
al origen: -0,07 (-0,35-0,20), sesgo: -10,2%. En la Figura 4
se muestra la correlaciéon entre ambas metodologias. Se

dos tuvieron mejor correlacion que en los niveles muy
bajos. Para niveles por encima de 129% de FVIII:C, las
muestras tuvieron que ser diluidas debido a que se en-
contraban por encima del rango de medicion analitica.
En la comparacion clinica entre ambas metodologias se
encontraron discrepancias en 4 muestras de pacientes, lo
que cambi6 su categorizacion inicial de severidad de la
enfermedad. Los niveles mas bajos medidos por FVIII:C
cromogénico correlacionaron con su fenotipo clinico de

sangrado (Fig. 5).

Error Total (ET)

Los requerimientos de calidad en términos de im-
precision establecidos por Variabilidad Biolégica (VB)
minima y por ECAT considerando un sesgo desprecia-

Acta Bioquim Clin Latinoam 2020; 54 (2): 135-43
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Figura 3. Rango de medicién analitica para el método cromogénico.
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Figura 4. Correlacién de métodos en el rango de la curva normal baja (11-203 Ul/dL).

ble se calcularon segun la siguiente féormula: (ETa):
(1,65CV%+ES). VB minimo: 8,0%, ECAT: 20,6%.

El error total obtenido con un 90% de confianza se
obtuvo de la siguiente férmula: EA+ES=1,65*CV %+ES.
Para la curva de rango normal-bajo fue de 9,8%, mien-
tras que para los niveles muy bajos medidos con la
CRMB fue de 19,1%, en ambos casos menores al ETa
calculado por el estado del arte.

Rango de referencia

El valor de referencia para esta metodologia fue es-
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tablecido tras estudiar 120 donantes de sangre, 58%
hombres, de 18 a 65 anos de edad que firmaron el con-
sentimiento para la realizacién del estudio, en donde
42 donantes pertenecian al grupo sanguineo “cero”.

El valor de referencia obtenido para los 120 indivi-
duos fue de 40-155 UI/dL.

Cuando se tuvo en cuenta el grupo sanguineo, el ran-
go obtenido fue: FVIII:C 55-155 Ul/dL para el grupo “no
cero” y de 40-130 UI/dL para el grupo “cero”, similares a
los obtenidos por el método coagulable en una etapa en
la misma plataforma y con los mismos reactivos.
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Figura 5. Correlacién de métodos en el rango de la curva muy baja (<10 Ul/dL).

Discusion y Conclusiones

El dosaje de FVIII:C por el método cromogénico se
basa en un principio similar al del ensayo de dos etapas
coagulable, excepto que la medicién del punto final es
cromogénica, lo que elimina las dificultades que impli-
ca la deteccion del coagulo en los distintos sistemas de
medicion.

Como principales ventajas, el ensayo cromogénico
no esta afectado por la activaciéon de la muestra en una
extraccion dificultosa (presencia de FVIIIa), por la pre-
sencia de heparina o inhibidores directos de la trombi-
na, segun los niveles presentes en la muestra, o por la
presencia de anticoagulante lupico (2). El namero de
ensayos disponibles en el mercado minimiza la variabi-
lidad del ensayo cromogénico en comparacion con el
ensayo coagulable en una etapa.

Diversos autores han informado que el fenotipo cli-
nico se corresponde mejor con el ensayo cromogénico
en dos etapas que con el ensayo de una etapa. Sin em-
bargo, otros autores cuestionan al ensayo cromogénico
por su alto costo y por no ser un método totalmente
fisiologico. A pesar de las ventajas senaladas mas arriba,
el uso del ensayo cromogénico en los laboratorios clini-
cos es limitado, quizas debido a la percepcion de mayo-
res costos de reactivos en comparacion con el método
coagulable en una etapay a la falta de ensayos cromo-
génicos automatizables validados. Se ha estimado que
con el fraccionamiento y conservacion de los reactivos a
-70 °C los costos podrian reducirse hasta en un 50-75%,
lo que potencialmente anularia este problema. Cada la-
boratorio deberia corroborar que los reactivos que utili-

za presenten la estabilidad informada por el fabricante
y probar la estabilidad de cada reactivo durante los pro-
cesos de congelamiento y descongelamiento (12).

Segun las guias internacionales, todos los laborato-
rios de coagulacion de centros de hemofilia deberian
utilizar ambos métodos para la determinacion de la ac-
tividad del FVIII, sobre todo porque el 10-15% de los
pacientes con HA leve (genéticamente confirmados),
muestran valores mas bajos por el método cromogéni-
co. Esto se correlaciona con su fenotipo clinico, lo cual
podria deberse a que la inestabilidad de la molécula
mutada es puesta de manifiesto en el mayor tiempo de
incubacién del método cromogénico (13-15).

Actualmente en el tratamiento de la hemofilia, la
introduccion de nuevas moléculas recombinantes mo-
dificadas de FVIII y nuevos enfoques alternativos como
anticuerpos miméticos (Emicizumab ACE910), aumen-
tan la necesidad de que los laboratorios introduzcan el
ensayo cromogénico como un ensayo de rutina.

Si bien el método cromogénico esta basado en el
mismo principio que el método coagulométrico en dos
etapas, y puede ser automatizado totalmente, no hay in-
formes de una metdédica universal o de que las técnicas
estén validadas en la mayoria de las plataformas auto-
matizadas. En este trabajo se muestran los resultados
obtenidos de la validacion del método cromogénico
en la plataforma ACL TOP Family. Segtun los resultados
obtenidos, esta plataforma muestra adaptabilidad de la
metodica cromogénica para el dosaje de actividad de
FVIIl y es de facil utilizaciéon por el usuario en cuanto a
la preparacion de reactivos, procesamiento de las mues-
tras y evaluacion del desempeno del mismo. El desem-
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peno del método fue aceptable en términos de impre-
cision. Respecto a lo informado por el fabricante acerca
del uso del mismo ensayo en otra plataforma, el método
mostro valores de imprecision inferiores en la curva de
rango normal-bajo y ligeramente mayores en la curva
de rango muy bajo, pero en ambos casos se cumpli6é con
los requerimientos de calidad establecidos.

En el analisis de la comparacion de métodos
(FVII:Ccro ws. FVIII:Ccoag) se observé que las mues-
tras procesadas utilizando la curva de rango normal
bajo tuvieron la mejor correlacion al ser comparadas
con los niveles muy bajos, probablemente por el alto
CV del método coagulable en una etapa para este nivel
de concentracién de FVIII. Cuando las muestras tenian
niveles de FVIII:C medidos por método coagulable en
una etapa por encima de 129 UI/dL las muestras tuvie-
ron que ser diluidas debido a que se encontraban por
encima del rango de medicién analitica, mejorando la
correlacion.

El bajo limite de cuantificaciéon de la metodologia
(0,3 UI/dL) mejora la performance analitica respecto a
algunos métodos en una etapa en determinados siste-
mas reactivo-instrumento que no tienen la capacidad
de medir niveles <10 UI/dL con una incertidumbre
aceptable, lo cual dificulta el diagnéstico y tratamien-
to de los pacientes con HA (métodos semiautomaticos,
manuales, sin posibilidad de realizar una curva baja de
medicion).

En la poblacién estudiada con ambas metodologias
se encontraron discrepancias en 4 muestras de pacien-
tes, lo que cambi6 su categorizacion inicial de severi-
dad de la enfermedad, correlacionando los niveles mas
bajos medidos por FVIII:C cromogénico con su feno-
tipo clinico de sangrado (FVIII:Ccoag/FVIII:Ccro:
Paciente 1= 6/2; Paciente 2= 2/0,8; Paciente 3= 2/0,6;
Paciente 4= 2,2/0,8). En estos pacientes se encuentra
pendiente el estudio genético para confirmar que se co-
rrespondan con mutaciones frecuentemente asociadas
a discrepancias entre los métodos. Las mutaciones mas
frecuentes incluyen mutaciones missense (con sentido
equivocado) donde la relacién FVIII:Ccoag/FVIIL:Ccro
es mayor de 1,5 0 2,0. Segtn la bibliografia, éstas se co-
rresponderian a mutaciones localizadas en el dominio
de interfase A1-A2-A3, lo que causa un FVIIIa inestable,
mejor detectado por el método cromogénico. Otras
mutaciones que generan discrepancias, pero ahora la
relacion FVIII:Ccoag/FVIII:Ccro seria <0,5, son muta-
ciones localizadas en los sitios de clivaje por trombina o
sitios de union al FIXa, lo cual debido al uso de concen-
traciones fisiologicas de FIX y trombina en el método
en una etapa lo hace mas sensible a la deteccion de la
misma, a diferencia del método cromogénico (16-18).

Sin embargo en una publicacién, Trossaert et al. se-
nalaron que todavia existen dos cuestiones pendientes
de resolucion: no existe una definicién clara para la de-
nominada “discrepancia entre los ensayos” y son pocos
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los estudios que correlacionan los niveles de FVIII con
el fenotipo de sangrado (19).

De acuerdo a los resultados obtenidos en este tra-
bajo, la determinacién de FVIII cromogénico es auto-
matizable en las plataformas ACL TOP 500 y ACL TOP
300 con un desempeno analitico global aceptable por
lo que permite ser utilizada para el diagnéstico y moni-
toreo de los pacientes hemofilicos.
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