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Proposta di un protocollo per la gestione degli approfondimenti in ambito
coagulativo nel percorso preoperatorio

Sonia Luzi, Lucia De Valentin, Roberta Turrini, Lavinia Dumitrescu, Serena Bonaguro, Lorena Zardo
Laboratorio Analisi - Ospedale S. Giacomo, Castelfranco Veneto (Treviso) — ULSS2 Marca Trevigiana

ABSTRACT

Proposal for a protocol aimed to investigate the alterations of the coagulation tests in patients undergoing
surgical procedures.

A hemostatic assessment is usually included in the evaluation of patients undergoing surgical procedures. The aim
of this work is to present a protocol shared with the Intensive Care, Hematology and Clinical Laboratory Units of the
San Giacomo Hospital (Castelfranco Veneto, Treviso, Italy) to investigate the causes of the prolonged coagulation
tests in these patients. In case of altered coagulation screening tests, a form is filled in with the pertinent anamnestic
information and sent to the laboratory together with an adequate amount of blood. Following a pre-defined algorithm,
the clinical laboratory performs the second level tests. The most relevant one for the purpose is the mixing test that
permits an easy identification of the appropriate subsequent tests. The results of these tests allow clinicians to take
the appropriate decisions. In case of a negative bleeding anamnesis, and/or in presence of a factor Xl deficiency or
a lupus anticoagulant positive test, the patient undergoes the surgical intervention; in other cases, the hematologist
carefully evaluates the hemorrhagic risk of the specific patient.

In 2017, the protocol was applied to 37 cases of prolonged PT/APTT. In 8% of the patients the alteration was not
confirmed, in 11% of cases the investigations could not identify the cause of the alterations. In the remaining 81% of
cases, the identification of the specific coagulative defect was possible.

The application of this protocol can achieve a number of benefits: it reduces the number of accesses to the hospital
for the patients, only the appropriate tests are performed on the basis of reflex testing procedures, the clinician is
provided with all the relevant tests at one time with no need to request the tests one after another. The value of the
mixing test in this clinical scenario is confirmed.

INTRODUZIONE allungamento non noto in precedenza del PT elo
dellAPTT in fase preoperatoria, impone di indagare se il
La valutazione del rischio emorragico individuale  paziente abbia o meno un rischio emorragico (1-3).
prima di un intervento chirurgico include di norma la  |’attivazione del percorso di approfondimento, spesso
determinazione del tempo di protrombina (PT), del  molto articolato, include il richiamo del paziente, ulteriori
tempo di tromboplastina parziale attivato (APTT ) e il esami di laboratorio e visite specialistiche che possono
conteggio delle piastrine. La determinazione del’APTT  portare ad un allungamento dei tempi di attesa,
consente di individuare le anomalie della via intrinseca,  ritardando l'intervento e aumentando lo stress per il
mentre quella del PT verifica la presenza di alterazioni  paziente e per i famigliari. | tempi per indagare in
della via estrinseca; entrambi gli esami consentono di  |aboratorio il rischio emorragico del paziente possono
indagare la via comune. La suddivisione della cascata  allungarsi anche in seguito a richieste incomplete o non
della coagulazione nelle vie intrinseca, estrinseca €  appropriate di esami specialistici di coagulazione.
comune ha una scarsa validita in vivo, ma rappresenta In realta, lo studio delle alterazioni di PT e APTT pud
un'utile categorizzazione concettuale per interpretare i essere semplificato se viene seguito uno schema
risultati delle indagini di laboratorio. Il riscontro di un  ordinato di valutazione e se il percorso viene gestito da

Corrispondenza a: Sonia Luzi, Via dei Carpani 16/z, 31033 Castelfranco Veneto (TV), Tel 3393020356, E-mail
sonia.luzi@aulss2.veneto.it

Ricevuto: 24.09.2019 Revisionato: 25.11.2019 Accettato: 13.12.2019

Pubblicato on-line: 06.03.2020 DOI: 10.19186/BC_2020.013

168 biochimica clinica, 2020, vol. 44, n. 2



DOCUMENTS

DOCUMENTO

personale esperto.

A tal proposito, all'interno dell’Ospedale S. Giacomo
di Castelfranco Veneto (Treviso), € stato messo a punto
un protocollo di gestione dello screening preoperatorio
degli esami di coagulazione all'interno del quale il
personale specialista del Laboratorio Analisi e i Clinici di
riferimento (anestesista ed ematologo) gestiscono in
maniera concordata il percorso diagnostico e clinico del
paziente. Questo percorso consente di ridurre il numero
di accessi del paziente, di ottimizzare le risorse e di
evitare I'esecuzione di esami inutili. Scopo di questo
lavoro € la descrizione e presentazione del protocollo.

DESCRIZIONE DEL PROTOCOLLO

Il protocollo concordato prevede che il paziente
venga richiamato per confermare i risultati ottenuti al
primo riscontro, per escludere interferenze e/o errori
preanalitici e per proseguire (se € il caso) con
accertamenti ulteriori. Il reparto preleva in un’unica
seduta tre campioni in sodio citrato che assicurano un
volume necessario di sangue per gestire tutti gli
eventuali approfondimenti e compila una scheda
anamnestica del paziente contenente lindicazione
dell’anagrafica, i valori del primo riscontro degli esami
coagulativi di base, eventuali terapie anticoagulanti in
corso, riferiti episodi emorragici e/o patologie
coagulative note (Figura 1). Il materiale raccolto presso
I'Unita Operativa di Preospedalizzazione viene
recapitato al laboratorio analisi con il primo trasporto
utile e comunque entro 4 ore dal prelievo (4). Il
laboratorio, prima di attivare il percorso diagnostico,
esclude la presenza di interferenti e/o anticoagulanti
attraverso la valutazione della scheda anamnestica, in
quanto la presenza nel campione di anticoagulanti pud
alterare i risultati degli esami di laboratorio. | campioni
sono presi in carico e processati iniziando dalla
determinazione degli esami di base per confermare o
meno la prima anomalia riscontrata. Se i valori di PT e/o
APTT risultano all’interno dell’intervallo di riferimento, il
percorso diagnostico viene concluso e il reparto procede
con la programmazione dellintervento, in quanto, con
grande probabilita, l'alterazione era dovuta ad una
problematica preanalitica. Al contrario, se i valori di PT
e/o APTT si mantengono allungati, si procede con
I'esecuzione del test di miscela con uno dei campioni
raccolti; gli altri campioni vengono direttamente
centrifugati [I'aliquota per il lupus anticoagulant (LAC)
viene centrifugata due volte] e conservati a -20°C per
ulteriori eventuali approfondimenti (5). Il test di miscela
il punto cardine del percorso per decidere gli esami di
approfondimento e permette di orientare lo specialista
verso lo studio di difetti fattoriali o di inibitori.

Il test di miscela

Questo test consiste nel miscelare il plasma del
paziente con un’uguale quantitd di un pool di plasma
normale (NPP) per poi rieseguire I'esame di base (PT o
APTT) e valutare se € avvenuta o meno la correzione

dell’alterazione presente nel plasma paziente. L'aggiunta
del pool normale introduce una quantita di fattori (circa il
50%) che dovrebbe essere sufficiente a correggere i
valori di PT e APTT. La capacita o meno della miscela di
correggere i tempi di coagulazione pud essere valutata
attraverso diverse modalita quali formule o valori di
riferimento. La modalita utilizzata ¢ il calcolo dell'indice
di Rosner (Index of Circulating Anticoagulant, ICA),
valore ottenuto da una formula che rapporta la differenza
fra il tempo della miscela e del NPP, al tempo del
paziente

[(Tempo miscela 1:1 - Tempo NPP)/Tempo paziente]x100

Se lindice ottenuto & <10% si assume che il pool
aggiunto sia sufficiente a correggere la miscela, se
>15% si assume che non corregga, se nell’intervallo 10-
15%, il risultato del test viene considerato dubbio e
quindi non dirimente (6,7).

Il test di miscela viene eseguito al tempo zero e dopo
incubazione a 37°C per 2 ore in bagno termostatato per
valutare la presenza di eventuali inibitori ad azione lenta
elo temperatura dipendenti.

Prima di eseguire un test di miscela € opportuno:

- escludere che l'allungamento del tempo di coagula-
zione sia legato all’effetto di una terapia anticoagu-
lante;

- escludere la presenza di una diagnosi gia nota che
comporti I'allungamento del tempo del test di scree-
ning riscontrato;

- raccogliere le notizie clinico-anamnestiche del
paziente.

Queste informazioni sono contenute nella scheda inviata

al laboratorio.

La non correzione nella miscela al tempo zero o
dopo incubazione & suggestiva della presenza di un
inibitore specifico o aspecifico in quanto questo andra ad
inibire anche i fattori presenti nel NPP. Normalmente un
inibitore aspecifico come il LAC non corregge 'APTT gia
nella miscela al tempo zero, mentre la maggior parte
degli inibitori fattore-specifici agiscono lentamente e/o a
temperature fisiologiche quindi la loro attivita si
manifesta solo nel test di miscela eseguito dopo
incubazione e termostatazione (8,9). Se la miscela
corregge sia prima che dopo incubazione, questo e
suggestivo del difetto di un fattore in quanto I'aggiunta
dei fattori contenuti nel NPP sopperisce al difetto di
fattore presente nel plasma paziente (10,11).

L'algoritmo applicato in relazione all’esito del test di
miscela, con l'aggiunta dei test di approfondimento
appropriati, € descritto in Figura 2. In presenza del solo
PT allungato, con test di miscela che corregge, si
procede con la determinazione dei fattori della via
estrinseca/comune (FVII, Fll, FV, FX) la cui carenza e
evidenziata dal test del PT. Analogamente, in presenza
del solo APTT allungato, con test di miscela che
corregge prima e dopo incubazione, si procede con la
determinazione dei fattori della via intrinseca (FVIII, FIX,
FXI, FXIl) e del fattore di von Willebrand, la cui carenza
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RICHIESTA DI APPROFONDIMENTO TEST COAGULATIVI DI II° LIVELLO
modulo raccolta dati clinico-anamnestici

REPARTO
COGNOME e NOME

data di nascita

Oppure attaccare etichetta con dati paziente

» Per quale test si richiedono test di |1° livello:
O aPTT (Tempo di Tromboplastina Parziale Attivato)
Ll PT (Tempo di Protrombina)
» Quali valori sono stati riscontrati
aPTT (Tempo di Tromboplastina parziale attivato) ratio
PT (Tempo di Protrombina) ratio

» E’un primo riscontro? s [] NO [ ]

» |l paziente & o & stato sottoposto a terapie anticoagulanti? Sl |:| NO |:|
Quale: Terminata da quanto tempo?

» |l paziente presenta o ha avuto in passato manifestazioni emorragiche? Sl ]:| NO |:|
Indicare quali manifestazioni emorragiche. Indicare eventuali famigliari con manifestazioni
emorragiche. Indicare se & gia noto un eventuale difetto della coagulazione.

» Tipo diintervento: data (approssimativa)

Data: firma:

MODALITA' DI PRELIEVO ED ACCETTAZIONE DELLA RICHIESTA

- Accettare in DNWeb ROUTINE i test PT e/o aPTT con specificata in nota la richiesta del test di correzione,
verra prodotta un'unica etichetta.

- Prelevare 3 provette di sangue tappo azzurro identificando nelle due provette senza etichetta nome,
cognome e data di nascita del paziente.

- Inserire in un sacchettino i campioni e il presente modulo compilato e inviare al Laboratorio Analisi di
Castelfranco Veneto col primo giro disponibile.

MDEMA11 emissione 4 del 25/01/2017 — U.O. Laboratorio Analisi, Castelfranco Veneto - ULSS 2 della Marca Trevigiana

Figura 1
Scheda anamnestica da compilare a cura del reparto richiedente
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TEST DI MISCELA

Plasma paziente + Plasma normale

Correzione

Non correzione

‘ Test di Miscela dopo Incubazione a 37°C per 2 ore ‘

‘ Correzione ‘ | Non correzione |

| I

Difetto Inibitore fattore Inibitore gspecifico
Fattoriale specifico lupus anticoagulant
Figura 2

Algoritmo per l'interpretazione del test di miscela

pud essere evidenziata dal test dellAPTT. Un APTT
allungato, con test di miscela che non corregge al tempo
zero, suggerisce la presenza di inibitori aspecifici (non
tempo/temperatura dipendenti), e fa attivare la
procedura di ricerca del LAC (12-15). Un APTT
allungato, con test di miscela che corregge nel test di
miscela al tempo zero e non corregge dopo incubazione,
suggerisce la presenza di inibitori specifici
tempo/temperatura dipendenti, e fa attivare la
determinazione dei fattori della via intrinseca per
individuare il fattore inibito e successivamente
determinare [linibitore fornendo il risultato in Unita
Bethesda (16,17).

A fronte di un allungamento sia di PT che di APTT,
con test di miscela che corregge entrambi gli esami, si
procede con la determinazione dei fattori della via
estrinseca/comune  (FVIl, Fll, FV, FX) per
l'individuazione del fattore carente.

Potrebbe tuttavia coesistere piu di una anomalia ed
essere presenti interferenti che rompono il perfetto
schema sopra riportato, pertanto lo specialista di
laboratorio ed il clinico devono sempre essere in contatto
continuo perché molto spesso la clinica del paziente
indirizza gia verso un sospetto diagnostico.

ESPERIENZA PRELIMINARE

Il protocollo concordato con I'Unita Operativa di
Preospedalizzazione, & stato applicato a 37 pazienti in
attesa di intervento chirurgico, provenienti dal reparto di
Preospedalizzazione dell’ospedale di Montebelluna nel
2017, 19 femmine e 18 maschi dai 3 agli 82 anni, di cui
18 in eta pediatrica (3-12 anni), 13 in eta compresa fra
15 e 58 anni e 6 con eta compresa fra 68 e 82 anni. |
pazienti presentavano allungamenti di PT (intervallo:
1,29-1,47 ratio; v.r. 0,9-1,2 ) o APTT (intervallo: 1,24 -
2,33 ratio, v.r. 1,82-1,19 ) o, di entrambi i parametri (PT
1,33 ratio e APTT 1,22 ratio; un solo paziente). Gli esami
sono stati eseguiti su strumentazione automatica della
ditta Werfen, Barcellona, Spagna, (ACL TOP500 e ACL

TOP700), utilizzando reattivi della stessa ditta (18-21).
Le prestazioni dei metodi impiegati rispondono ai
requisiti di precisione ed accuratezza definiti dai
programmi di Controllo di Qualita Interno ed Esterno a
cui il laboratorio partecipa. Oltre alle determinazioni
indicate, viene effettuato anche il test di miscela basato
su determinazioni di PT/APTT (22) (vedi paragrafo
dedicato).

Il pool di plasma normale utilizzato nel test di miscela
viene preparato da plasmi di pazienti aventi gli esami di
coagulazione di base all'interno dei valori di riferimento.
Il pool viene conservato a -80° C in aliquote sufficienti
per una seduta analitica (5).

| risultati ottenuti durante questa esperienza sono
presentati in tabella 1. Nel’'81% dei 37 pazienti studiati,
applicando la metodologia descritta, si € riusciti ad
individuare la causa della alterazione degli esami di
base, potendo cosi indirizzare il paziente verso il
percorso piu adatto alla sua condizione clinica. In alcuni
casi (8%) non c’e stata una conferma dell’allungamento,
e non sono stati quindi necessari ulteriori
approfondimenti; nel rimanente 11% dei casi non si €
riusciti a trovare la causa dell'allungamento e la sola
clinica ha orientato il percorso del paziente (Tabella 1).

CONSIDERAZIONI FINALI

La valutazione del rischio emorragico € inclusa nella
valutazione dei pazienti che devono essere sottoposti ad
intervento  chirurgico. La disomogeneita degli
interlocutori coinvolti nel processo (laboratorio clinico,
ematologia, anestesia, area di emergenza) rende
problematico un approccio standard a tale valutazione;
per questo motivo la stesura di un protocollo condiviso e
la compilazione di un modulo pure condiviso consente di
avere sempre a disposizione le informazioni necessarie,
facilitando il percorso

Sul versante del laboratorio clinico, il test di miscela
si & rivelato particolarmente importante per
l'identificazione veloce delle cause delle anomalie degli
esami di base. Questo test infatti € una procedura
analitica che consente di identificare rapidamente il
motivo di un allungamento non noto di uno o entrambi i
test di screening (PT e APTT) in assenza di terapia
anticoagulante (eparine, antagonisti della vitamina K o
anticoagulanti ad azione diretta) o di una diagnosi
precedente che lo motivi (positivita al LAC, malattia di
von Willebrand, emofilia, epatopatia) (23). Si assume
che PT e APTT risultino normali quando siano presenti
livelli di almeno il 50% dei fattori interessati. Con il test di
miscela si va a valutare se la miscela 1:1 del campione
in esame con un pool normale corregge l'alterazione del
test di screening dal momento che un livello del 50% di
un fattore & sufficiente a riportare nella norma il test
alterato.

Il test di miscela & una procedura utilizzabile in
situazioni di urgenza per dirimere la causa di un
allungamento inatteso ed indirizzare il clinico nella
valutazione del rischio emorragico del paziente ed &
anche una procedura utilizzabile in routine per definire
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Tabella 1
Tipologia e frequenza delle anomalie riscontrate
N pazienti PT ratio APTT ratio Difetto riscontrato %

10 normale 1,25-1,42 FXIl 27%
1 normale 1,32 FIX 3%

26 2 normale 1,27-1,50 VWF 5%
9 normale 1,27-2,33 LAC 24%
4 normale 1,24-1,39 nessuno 1%

7 1,29-1,47 normale FVil 19%

1 1,30 1,22 FVeFVIl 3%

3 normale normale esami di Il livello, non eseguiti 8%

172

PT, tempo di protrombina; APTT, tempo di tromboplastina parziale attivato, FXII, fattore Xll; FIX, fattoee IX; VWF, fattore di von

Willebrand; LAC, lupus anticoagulant; FVII, fattore VII.

gli approfondimenti necessari allo studio della causa di
un allungamento degli esami di base, ottimizzando tempi
e risorse, effettuando i test in maniera appropriata.

L'interpretazione della correzione & un punto cruciale
del test di miscela per la prosecuzione degli
approfondimenti ma non sempre & facile da eseguire,
richiede molta esperienza e flessibilita di applicazione
delle diverse procedure esistenti (16)(6).

Una prima modalita interpretativa & di ritenere
presente la correzione quando il risultato del’APTT (e/o
PT) della miscela rientra all’interno dei valori di
riferimento prestabiliti; invece, quando il risultato
dellAPTT (e/o PT) rimane al di fuori di limiti di
riferimento, si parla di mancata correzione (non
correzione). Una seconda modalita di interpretazione,
invece, prevede un calcolo matematico impostato su
formule, per esempio lindice di Rosner utilizzato in
questo lavoro.

In conclusione, I'applicazione del protocollo proposto
consente la determinazione del difetto coagulativo nei
pazienti che devono essere sottoposti ad interventi in
elezione di chirurgia minore o maggiore con un percorso
razionale che sfrutta le competenze delle Unita
Operative coinvolte. Il Reparto di Anestesia e
Rianimazione si occupa di coordinare i percorsi
preoperatori individuando i pazienti potenzialmente a
rischio emorragico; il Reparto di Ematologia esegue le
consulenze sulla base dei risultati dei test coagulativi di
primo e secondo livello e il Laboratorio Analisi, si occupa
di gestire il percorso diagnostico, identificando gli esami
piu adeguati da eseguire. Inoltre questo percorso
consente di prevedere meno accessi per il paziente, due
o al massimo tre se la consulenza ematologica si rende
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necessaria. Vengono raccolti in un’unica soluzione tutti i
prelievi necessari per la conferma dell’alterazione e
'esecuzione dei test indispensabili alla definizione del
difetto coagulativo. Questo € particolarmente importante
nella gestione dei pazienti pediatrici nei quali la
diminuzione dello stress legato agli accessi multipli (che
arrivavano fino a 5 nel percorso preoperatorio
tradizionale) migliora significativamente il benessere del
bambino che deve sottoporsi allintervento e dei suoi
famigliari.

Di tutte le anomalie riscontrate, il 30% erano degne
di significato da un punto di vista di rischio emorragico
mentre negli altri casi si € trattato o di presenza di LAC
(con eventuale effetto trombotico) o di difetti, quali la
carenza di FXII, che non causano sanguinamenti. La
determinazione del tipo di difetto € utile al’ematologo per
valutare il rischio emorragico e decidere se il paziente
pud direttamente sottoporsi all'intervento oppure se
necessita di una visita ematologica piu approfondita.

Infine, una corretta esecuzione degli
approfondimenti, oltre ad escludere o confermare il
rischio emorragico nella circostanza specifica, € utile per
il paziente in quanto fornisce una documentazione della
causa della anomalia degli esami di base che, in caso di
future emergenze, evita allungamenti nei tempi di
intervento consentendo azioni terapeutiche o chirurgiche
immediate.
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