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(Résumé : Introduction : 'amélioration de la stratégie diagnostique des lupus anticoagulants est actuellement un pré)
requis en hémostase. Notre objectif est de mettre au point et d’évaluer trois tests intégrés exprimés sous forme de ratio
normalisé ou Lupus Ratio permettant de combiner les différentes étapes du diagnostic de ces anticorps.

Matériel et méthodes : Trois Lupus Ratio sont utilisés, ils sont déterminés avec le temps de céphaline activateur, le
temps de thromboplastine dilué et le temps de venin de vipére Russel dilué. Des valeurs de référence et des seuils de
positivité sont déterminées pour tous les tests.

Résultats : Nos résultats préliminaires ont montré des profils concordants et discordants avec ceux obtenus auparavant
par les méthodes classiques de détection des anticorps circulants type lupique.

Discussion : L'intérét des tests intégrés est discuté en comparant nos résultats avec ceux de la littérature.
Conclusion : La détermination des Lupus Ratio propose des résultats concluants et prometteurs et permet d’envisager,
a court terme, le remplacement des techniques conventionnelles avec une amélioration diagnostique.

kMots clés : lupus ratio tests intégrés. W,

abstract : Introduction : improving the diagnostic strategy of the lupus anticoagulant is prerequisite in hemostasisﬁ
The objective of our work is to develop and evaluate the three integrated tests expressed as normalized ratio or Lupus
Ratio and can combine the various stages in the diagnosis of these antibodies.

Materials and methods : Three Lupus Ratio are used, they were determined with activator thromboplastin time,
The diluted thromboplastin time and diluted Russell Viper venom time. Reference values and thresholds for positivity
were determined for all tests.

Results : Our preliminary results showed concordant and discordant profiles with those previously obtained by
conventional methods of detection of circulating lupus antibody type.

Discussion : The interest of the integrated testing is to discusse and compari our results with those of the literature.
Conclusion : The determination of the Ratio Lupus offers compelling and promising results and allows considering,
for in a short term, the replacement of conventional techniques with improved diagnosis.

Q(ey words : Lupus ratio integrated test )
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Introduction

Le syndrome des anti-phospholipides est une entité
clinico-biologique définie par I'association de thromboses
ou de complications obstétricales a la présence d’anticorps
anti-phospholipides (aPL) [1]. Ces anticorps sont classique-
ment séparés en deux groupes en fonction du mode de dé-
tection analytique [1,2,3,4] :

- anticorps détectés par des techniques immuno-
enzymatiques etdirigés contre des phospholipides (anticorps
anti-cardiolipine (aCL), anti-phosphatidyléthanolamine...)
ou contre des protéines (anticorps anti-[32-glycoprotéine) ;

- anticoagulant lupique (LA ou lupus anticoagulant)
détecté par lallongement des tests de coagulation
dépendants des phospholipides.

L'objectif de notre travail est d’améliorer la stratégie
diagnostique des lupus anticoagulants dans notre labora-
toire. En effet nous envisageons de mettre au point et d'éva-
luer trois tests intégrés décrits par Jacobsen et al [5]. Ces
tests sont exprimés sous forme de ratio normalisé ou Lupus
Ratio. Trois Lupus Ratio ont été utilisés, déterminés avec
le TCA (Temps de Céphaline Activateur), le TTD (Temps
de Thromboplastine Diluée) ou le dRVVT (temps de venin
de vipere Russel dilué).

Matériel et méthodes
Détermination des Lupus Ratio

Le Lupus Ratio (LR) est un rapport des temps de
coagulation donné par la formule suivante :

(Temps mélange) dépistage / (Temps mélange) confirmation
LR =
(Temps mélange) dépistage / (Temps mélange) confirmation

NB : le réactif a faible concentration en phospholipides
phospholipide (dépistage), et le réactif a forte concentration
en phospholipides (confirmation).

Les différents temps de coagulation (TCA, TTD et
dRVVT) sont réalisés sur I'automate BCS (Siemens). Le
mélange malade/témoin est effectué volume a volume,
le témoin utilisé étant un pool de plasmas frais normaux
fournis par la société Biopep.

LRTCA : le couple de céphaline utilisée est le couple
Actin FSL (dépistage) et Actin FS (confirmation) fournit
par la société Siemens.
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LRTTD : une dilution de Néoplastine (Diagnostica
Stago) au 1/500 dans du tampon Owren Koller (Diagnostica
Stago) est utilis€ée comme réactif de dépistage. Le réactif
de confirmation est réalisé en ajoutant de la céphaline au
réactif de dépistage précédent. Différentes dilutions de
céphaline ont été testées, la dilution au 1/200 permettant la
meilleure détection de LA a été retenue.

LR dRVVT : le couple de réactif LA1 (dépistage) et LA2
(confirmation) fournit par la société Biopep sont utilisés.

Des contrdles positifs sont fournis par la société Biopep:
contrdle positif faible (CQ1) et contrdle positif fort (CQ2).

Détermination des seuils de positivité

Afin de définir les valeurs de références pour chaque
Lupus Ratio, 50 plasmas témoins issus de donneurs sains
ont été testés. Les moyennes et les écarts-type ont été
calculés et les seuils de positivité ont été fixés a 97.5%.

Premiére étape de notre étude :

Dix plasmas de patients pour lesquels un résultat positif
de Lupus anticoagulant avait été trouvé antérieurement,
sont controlés par la technique Lupus Ratio.

Deuxiéme étape de notre étude :

Vingt plasmas sont analysés par les deux techniques
(habituelle et Lupus Ratio) afin d’évaluer respectivement
leur sensibilité et spécificité.

Résultats

L'interprétation des résultats répond aux critéres
suivants :

- Recherche négative de Lupus anticoagulant : les 3
tests doivent étre négatifs,

- Recherche douteuse de Lupus anticoagulant : 1 seul
test doit étre positif,

- Recherche positive de Lupus anticoagulant : au moins
2 tests de dépistage et de confirmation doivent étre posi-
tifs.

Détermination du seuil de positivité
Les seuils de positivité ont été déterminés sur 50 échan-

tillons provenant de donneurs sains. Les moyennes et écart-
type ont été calculés pour chaque Lupus Ratio (tableaul).
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Tableau 1 :

Resultat LR TCA LRTTD | LRdARVVT
Effectif 50 50 50
Moyenne 0,93 0,98 0,95
Ecart-type 0,06 0,03 0,03
Seuil de positivité
(97.5 percentile) 1,03 1,02 1,01

Moyennes, écart-types et seuil de positivité des Lupus Ratio
TCA, LRTTD, Lupus Ratio dRVVT calculés a partir des résultats
obtenus pour la population témoins (n=50).

Figure 1:

Distribution des LRTCA dans la
population Témoins

nambre de sujets
O - NWAMUO

0,72
0,7
08
042
0,45
0,36
047
0438
0,49

0,49
0.9
0492
0,4z
0,494
01,45
01,495
047
0,93
1M
1,02
102

,_
el
-
0O
>

Distribution des LRTTDdans la
population Témoins

15

= 10

7 8

& 6

x 4

€ 2

2 o

5 Z B 8 R B E T = 28
= k=] = = k=] = = — -—
LRTTD
Distribution des LRdARVVT dans la
population Témoins

I

_‘i'l()

=

& 6

a4

L

E 2

g2 o - -

04
(R
04z
042
0,44

L [
T T T
= =

=

3%
0,99
1,01

LR dRVVT

Distribution des différents Lupus Ratio dans la population
témoins (n=50)

Maroc Médical, tome 33 n°3, septembre 2011

Les distributions des différents Lupus Ratio sont
présentées dans la figurel. Les seuils de positivité calculés
sont les suivants :

- Lupus Ratio TCA= 1.03

- Lupus Ratio TTD= 1.02

- Lupus Ratio dRVVT= 1.01.

Avant d’entreprendre les deux étapes de notre étude,
nous avons contrdlé la validité de ces seuils en analysant
deux types de contréles : un contréle positif faible (CQl),
un contrdle positif fort (CQ2). Les résultats obtenus avec
ces contrdles sont présentés dans le tableau 2.

Tableau 2
CQ1 CcQ2
LR TCA 1,12 1,25
LRTTD 1,03 1,04
LR dRVVT 1,2 1,98

Résultats des Lupus Ratio des contréles CQ1 (positif faible)
et CQ2 (positif fort).

Résultats de la premiére étape

Dix plasmas de patients pour lesquels la présence
d’anticoagulant circulant de type lupique a été diagnostiquée
ultérieurement ont été analysés en Lupus Ratio. Les résultats
sont présentés dans le tableau 3.

Tableau 3
Patients LR TCA (seuil =| LR TTD (seuil LR flRVVT
1.03) =1.02) (seuil= 1.01)
Patient 1 1.67 1.05 1.63
Patient 2 1.34 1.03 1.24
Patient 3 1.13 1.02 1.25
Patient 4 1.58 1.04 1.68
Patient 5 1.48 1.06 1.65
Patient 6 1.28 1.08 1.57
Patient 7 1.70 1.05 1.41
Patient 8 2.10 1.00 2.07
Patient 9 1.93 1.05 1.71
Patient 10 1.39 1.00 1.41

Résultats des LR des patients de la premiére étape de notre étude.
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L’ensemble des Lupus Ratio TCA et Lupus Ratio
dRVVT sont positifs et concordants avec les résultats
antérieurs. En revanche, deux résultats de Lupus Ratio

Aussi, deux de ces patients, ont été traités par les

antivitamines K (patients 12 et 15).

TTD (patient 8 et patient 10) sont inférieurs au seuil et sont Tableau 5
donc discordants. Conclusions de la méthode| Conclusions de la méthode
traditionnelle LR
Résultats de la deuxieme étape Pationt 11 Négatif Négatif
Létude a été réalisée sur 20 échantillons par les deux | Patient 12 Douteux Négatif
techniques (habituelle et Lupus Ratio). Dans les tableaux 4 Patient 13 Négatif Négatif
et 5 sont rapportes, Pour chacu.n des patleqts, les rgsultats et | patient 14 Douteux Négatif
les conclusions des interprétations des anticorps circulants. - —
. . . . Patient 15 Douteux Négatif
Ces derniers montrent la présence de six discordances :
Patient 16 Négatif Négatif
Patient 17 Positif Positif
Tableau 4
- - - Patient 18 Positif Positif
Technique habituelle Technique LR
Patient|Ratio TCA| Ratio | Ratio | LRTCA | LRTTD | LRdR Patient 19 Douteux Positif
seuil=1.2| dRVVT | dRVVT seuil = seuil = VVT Patient 20 Positif Positif
seuil = 1.20| seuil = 1.03 1.2 |seuil=1.0 - — —
1.23 Patient 21 Positif Positif
11 0.95 1,15 1,2 0,92 0,94 0,92 Patient 22 Négatif Négatif
12 116 L1l 1,33 0.94 0.6 0.93 Patient 23 Douteux Négatif
13 0,97 1,21 112 1,01 0,92 0,98 - : :
14 1,05 1,15 1,19 0,98 0,92 0,94 Patient 24 Négatif Négatif
15 115 0,98 1,37 0,95 0,98 0,91 Patient 25 Négatif Négatif
16 112 1.3 1,05 1,01 0,95 1,98 Patient 26 Douteux Positif
17 143 1.22 1.2 1.06 0,95 1,07 X . .
Patient 27 Positif Positif
18 114 1.22 131 1,09 0,99 1,02
19 1.01 0,91 1.3 1,11 1,03 1,06 Patient 28 Ne’gatlf Négatlf
20 121 115 123 1,03 0,96 1,09 Patient 29 Négatif Négatif
2! 1.27 1,27 1,25 L07 1,04 1,03 Patient 30 Négatif Négatif
2 1.14 115 0,99 0,92 0,98 0,92
23 118 121 115 0.98 101 0.99 Interprétation des résultats obtenus par la technique habituelle
o 12 0.94 X 0.1 101 092 et la technique des Lup’us Ratio (LR) ,des patients de la deuxiéeme
25 0.95 117 122 099 097 098 étape de notre étude.
26 1.03 1,32 1,13 1,05 0,92 1,02
27 13 1.32 1,28 1,09 0,94 1,01 Discussion
28 1.06 0,98 1.2 1,02 0,99 0,93
29 103 Ll 1.2 095 092 098 Selon I'ISTH (International Society of Thrombosis and
30 1.17 112 1.2 1,01 1,01 0,92

Résultats obtenus par la technique habituelle et la technique des Lu-
pus Ratio (LR) des patients de la deuxieme étape de notre étude.
Interprétation : 1 seul test positif: résultat douteux, Au moins 2
tests positifs: résultat positif, 3 tests négatifs: résultat négatif.

quatre cas (patients 12, 14, 15, 23) ont présenté des
recherches douteuses des Lupus anticoagulants en méthode
traditionnelle et des recherches négatives en Lupus Ratio
deux cas (patients 19 et 26) ont présenté des recherches
douteuses par la méthode traditionnelle et des recherches
positives en Lupus Ratio.
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Haemostasis) [3] et les recommandations de la derniére
réunion du sous comité lupus anticoagulant [4], la recherche
des lupus anticoagulants doit se faire en 4 étapes :

- Dépistage du lupus anticoagulant par allongement
d’au moins deux tests de coagulation faisant intervenir des
phospholipides.

- Mise en évidence d’une activité inhibitrice : absence
de correction de I'allongement aprés mélange du plasma a
tester avec du plasma normal.

- Confirmation de la dépendance en phospholipides de
Pinhibiteur.
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- Exclusion d’une autre coagulopathie.

Trois tests de dépistage sont actuellement utilisés: le
Temps de Céphaline Activateur (TCA), le Temps de Throm-
boplastine Dilué (TTD) et le temps de venin de vipére Rus-
sel dilué (dRVVT). Devant I'anomalie d’un ou plusieurs
tests de dépistage, la démonstration de la présence d’un
inhibiteur fait appel a une épreuve de correction, aprés mé-
lange du plasma a tester avec un pool de plasmas normaux.
L’absence de correction significative des tests de dépistage
signe la présence d’un anticoagulant circulant qui reste a
caractériser. La preuve de la dépendance en phospholipides
se fait en reprenant le(s) test(s) de dépistage initialement
allongé(s) en augmentant la concentration en phospholipi-
des des réactifs, afin de neutraliser au moins partiellement
lactivité du lupus anticoagulant. Cette démarche diagnos-
tique permet généralement de détecter facilement les lupus
anticoagulants puissants. La détection est en revanche re-
lativement médiocre (résultats discordants entre les 3 tests)
pour les lupus anticoagulants faibles. De plus, I'interpréta-
tion de ces tests est parfois délicate lorsqu’il s’agit de plas-
mas issus de patients sous traitement anticoagulant oral.

Lutilisation de tests intégrés sous forme de ratio
normalisés semble apporter plusieurs avantages dans la
démarche diagnostic des lupus anticoagulants. Outre le fait
que I'expression des résultats en Lupus Ratio permet de
s’affranchir des variations inhérentes au mode de détection
du caillot et des autres variations analytiques, l'utilisation

de ces tests intégrés permet aussi de combiner les tests
de dépistage de mélange et de confirmation. En effet, le
fait d’entreprendre directement les tests sur des mélanges
malade/témoin permet de corriger d’emblée un déficit en
facteur de la coagulation notamment chez les patients sous
anticoagulant oral pour lesquels des résultats faussement
positifs peuvent €tre obtenus avec les tests traditionnels
[5,6,7]. Par ailleurs, la technique des Lupus Ratio est facile
et rapidement instable, 'utilisation de tests intégrés pour le
TCA etle dRVVT se révele sensible et spécifique et permet
une amélioration diagnostique. En revanche, nos résultats
pour le lupus Ratio TTD sont peu prometteurs, une mise au
point prochaine des réactifs utilisés (dilutions différentes,
thromboplastine recombinante, céphalines différentes)
permettra sans doute d’améliorer ces premiers résultats.

Conclusion

La détermination des Lupus Ratio donne des résultats
concluants et prometteurs, et permet d’envisager, a court
terme, le remplacement de la technique conventionnelle
de détection/confirmation des lupus anticoagulants. Son
exécution est simple et rapide et nos résultats montrent
une sensibilité accrue. De plus, I'utilisation de mélanges
permet de palier les insuffisances et échecs de la méthode
traditionnelle retrouvés chez les patients atteints de déficits
en facteurs de la coagulation.
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