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La variabilita preanalitica dei test coagulativi
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Riassunto

L’approccio alla diagnosi, alla terapia ed al moni-
toraggio delle patologie trombotiche ed emorra-
giche richiede un uso appropriato e discrezionale
delle risorse di laboratorio. La qualita totale nella
diagnostica emocoagulativa rappresenta un requi-
sito necessario per il conseguimento di risultati
clinicamente attendibili. Malgrado vi sia una co-
mune percezione che la variabilita preanalitica
possa incidere negativamente sui risultati dei test
emocoagulativi, esistono ad oggi pochi studi che
abbiano affrontato in dettaglio questo aspetto. I
problemi maggiori, straordinariamente amplificati
rispetto alla tradizionale diagnostica di laborato-
rio per la peculiarita dei test eseguiti, sono cata-
logati come “variabili preanalitiche” e compren-
dono le modalita di raccolta del campione (stasi
venosa, dispositivo per il prelievo, calibro dell’ago,
tipo di provetta, rapporto sangue/anticoagulan-
te), la gestione della provetta dopo il prelievo (agi-
tazione, modalita e tempo di trasporto, centrifu-
gazione, conservazione) e variabili non sempre
riconducibili a prassi inappropriate per lo svolgi-
mento delle fasi precedentemente descritte (es.
emolisi, lipemia, ittero, contaminazione da epari-
na o altri liquidi di infusione). Tutte queste varia-
bili possono compromettere P’integrita del cam-
pione e inficiare la validita dei test eseguiti, con
drammatiche ripercussioni di natura clinica ed
economica.

Summary

Preanalytical variability of coagulation testing
The approach to diagnosis, therapy and monitoring
of bleeding and thrombotic disorders requires appro-
priate and discretionary use of laboratory resources.
The total quality in coagulation testing is a prerequisite
for achieving clinically reliable results. Although there is
widespread perception that the preanalytical variability
can adversely impact on results of coagulation tests,
only a few studies have addressed this issue in detail.
The major issues, extraordinarily magnified for the
peculiarity of the tests, include the procedures used
for collecting samples (venous stasis, devices, needle
gauge, the type of the primary tube, the blood to anti-
coagulant ratio), the management of the tube after
collection (mixing, time and mode of transport, spin-
ning, storage) and other miscellanea variables which
might variably result from inappropriate collection and
handling of the specimen (eg hemolysis, lipemia, jaun-
dice, contamination with heparin or other liquids). All
these variables can affect the integrity of the specimen
and affect the reliability of test results, thereby produ-
cing negative clinical and economic consequences.
Key-words: analysis, coagulation, errors, hemostasis, pre-
analitical variability.

Introduzione

Analogamente ad altri ambiti della medicina di labo-
ratorio, i test di diagnostica emocoagulativa rappre-
sentano un momento essenziale per lo screening, la dia-
gnosi, la terapia ed il monitoraggio dei disturbi emo-

statici, sia sul versante emorragico, sia su quello trom-
botico'? La qualita totale nella diagnostica emocoagu-
lativa rappresenta un requisito necessario per il conse-
guimento di risultati clinicamente attendibili. Come in
altri ambiti della diagnostica in vitro, i test emocoagu-
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Tabella I. Variabilita biologica intraindividuale (CVw?%o), interindividuale (CVg%), Imprecisione (1%), Bias (B%) ed Errore Totale

Desiderabile (ET%) dei principali parametri emocoagulativi.

Analita Variabilita biologica Specificazioni di qualita
CVw CVg 1(%) B(%) TE (%)

Antitrombina 5,2 15,3 2,6 4,0 8,3
Conta piastrinica 9,1 21,9 4,6 59 13,4
Fattore di Von Willebrand 5,0 18,0 2,5 47 8,8
Fattore V 36 - 1,8 - -
Fattore VII 6,8 19,4 34 51 10,7
Fattore VIII 48 19,1 24 49 8,9
Fattore X 59 - 3,0 — —
Fibrinogeno 10,7 15,8 5,4 48 13,6
Plasminogeno 7,7 - 3,9 - -
Proteina C 5,8 55,2 2.9 13,9 18,7
Proteina S 5,8 63,4 2.9 15,9 20,7
Tempo di Prohrombina (PT) 4,0 6,8 2,0 2,0 5,3
Tempo di tromboplastina parziale attivata (APTT) 2,7 8,6 1,4 2,3 4,5

lativi sono soggetti ad una variabilita legata prevalente-
mente alle procedure della fase preanalitica, all'incer-
tezza analitica ed alla corretta interpretazione dei risul-
tati**. Nondimeno, data la peculiarita del campione
biologico e delle tecniche analitiche, vari problemi che
possono insorgere nell’ambito della fase preanalitica
possono incidere in modo determinante sulla qualita
dei risultati™’. Complessivamente, la frequenza degli
errori preanalitici identificati in campioni destinati ad
analisi emocoagulative ¢ prossima al 5-6%. Malgrado
la maggiore frequenza di questa tipologia di errori sia
riscontrabile in campioni trasmessi da reparti pediatri-
ci, la prevalenza generale ¢ comunque molto simile tra
le diverse unita operative. I problemi osservati piu di
frequente riguardano campioni non pervenuti (49%),
emolisi in vitro (20%), campioni coagulati (14%) o con
inappropriato rapporto tra sangue ed anticoagulante
(14%). Stratificando le non conformita in relazione al
reparto di provenienza, i campioni non pervenuti sono
la causa prevalente per reparti di terapia intensiva, di-
partimenti di medicina interna o chirurgia, mentre i
campioni coagulati ed emolizzati sono prevalenti nei
reparti pediatrici e nelle strutture di terapia d’urgenza®.

A prescindere da un serie di evidenze e considera-
zioni pratiche che saranno descritte dettagliatamente in
seguito, il problema maggiore nel gestire 'incertezza
della fase preanalitica ¢ rappresentato dal criterio adot-
tato per valutare I'idoneita dei campioni. Cio si riflette,
nella pratica quotidiana, nella necessita di stabilire un
limite massimo di “scostamento” del risultato (bzas) ti-
spetto alle condizioni ideali di campionamento. Mal-
grado siano stati suggeriti diversi approcci in merito,
quello pit consono ¢ improntato all’utilizzo del crite-
rio oggettivo delle specificazioni di qualita (Impreci-
sione, Bias, Errore Totale Desiderabile), derivate dalla
vatiabilita biologica e riassunte in Tabella I’. In sintesi,

per ogni analita ¢ suggerito un criterio oggettivo per
fissare delle regole di controllo (control rules) che con-
sentano di definire con relativa certezza quando una
determinata fase di tutto il processo diagnostico (pre-
analitica, analitica, postanalitica) s’associa a variazioni del
risultato atteso che eccedono un preordinato livello
qualitativo. Quando una procedura ¢ svolta nel modo
corretto, la variazione dovrebbe essere compresa nel-
P'ambito di limiti predefiniti; maggiore ¢ lo scostamen-
to da tali limiti, maggiore ¢ I'imprecisione introdotta
nel risultato finale del test.

Prelievo del campione

11 prelievo del campione rappresenta la criticita mag-
giore nell’ambito della diagnostica in vitro, come testi-
moniato dal fatto che la maggior parte degli errori e
delle incertezze si generano proprio durante questa fase'”
(Tab. II). Cio ¢ ancor piu vero nell’ambito della dia-
gnostica emocoagulativa, ove la raccolta di campioni
idonei per 'esame rappresenta requisito essenziale ed
imprescindibile per ottenere risultati attendibili. Stime
attendibili, dedotte da studi retrospettivi o prospettici,
dimostrano che la maggioranza dei problemi preana-
litici si concentra sulla raccolta di campioni non idonei
per qualita (matrice non idonea, emolisi in vitro, pre-
senza di coaguli, lipemia) o quantita (campioni insuffi-
cienti, rapporto non idoneo tra sangue ed anticoagu-
lante)'’. Nell’ambito della medicina di laboratorio, il
prelievo ematico ¢ atto irrinunciabile al fine di ottenere
campioni biologici da analizzare. Nondimeno, I'utiliz-
zo di procedure e/o materiali non idonei pud deter-
minare un drammatico abbattimento della qualita del
campione, fino a renderlo completamente inidoneo per
'analisi. Tra gli “incidenti” che piu di frequente posso-
no svilupparsi in questa delicato processo della fase
preanalitica vanno menzionati ’emolisi, la coagulazio-
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Tabella II. Criticita maggiori nell’ambito della fase preanalitica dei test emocoagulativi.

Prelevamento del campione

Trasferimento del campione

Trattamento del campione

- Stasi venosa

- Dispositivo per il prelievo - Temperatura
- Dimensione dell’ago - Umidita
- Tubo primatio/Matrice - Tempo

- Rapporto sangue-anticoagulante

- Mezzo di trasporto

- Condizioni di centrifugazione
- Stratificazione del plasma

- Conservazione

ne (totale o parziale) del campione, la raccolta di cam-
pioni con un rapporto inappropriato tra sangue ed
anticoagulante. Nondimeno, alcune non idoneita gene-
riche riscontrate durante I’analisi dei campioni in labo-
ratorio assumono rilievo maggiore nella diagnostica
emocoagulativa, e concernono soprattutto la raccolta
di campioni non idonei per rapporto tra sangue ed
anticoagulante e la coagulazione parziale o totale del
campione a seguito del prelievo®. Malgrado vi sia ac-
cordo (quasi) unanime sulla definizione di campione
non idoneo per i test emocoagulativi, non sempre ¢
possibile ricondurre la natura dell’errore ad una causa
specifica.

Uno dei maggiori problemi nella raccolta dei cam-
pioni di sangue periferico riguarda il tipo di dispositi-
vo. Malgrado le raccomandazioni e le linee guida na-
zionali ed internazionali suggeriscano l'utilizzo dei con-
sueti dispostivi basati su camicia (“older’”) monouso
ed ago dritto, molto spesso la raccolta dei campioni,
soprattutto nelle unita operative di medicina d’urgen-
za, terapia intensiva e nei reparti pediatrici, avviene uti-
lizzando dispositivi a farfalla (“butterfly”). Malgrado non
siano direttamente evidenziabili variazioni significative
nei comuni test emocoagulativi associate all’'uso dei
suddetti dispositivi (il bias ¢ sempre compreso nell’am-
bito delle specificazioni di qualita dell’errore totale de-
siderabile riportato in Tabella I)", esiste una serie di
controindicazioni pratiche che dovrebbero scoraggiar-
ne 'uso. Esse comprendono il costo superiore a quello
dei dispositivi convenzionali, la maggior probabilita di
generare campioni non idonei (soprattutto emolitici o
con inappropriato rapporto tra sangue ed anticoagu-
lante per riempimento incompleto del tubo primario),
la possibilita tutt’altro che remota di un’attivazione del-
I’emostasi primaria e secondaria durante il transito del
sangue nel segmento di tubo che congiunge I’ago ¢ la
provetta.

Un secondo problema, comune ad altri settori della
diagnostica in vitro, ¢ rappresentato dal calibro del-
’ago utilizzato per la raccolta del campione. Malgrado
i risultati dei comuni test emocoagulativi (tempo di
protrombina, PT e tempo di tromboplastina parziale
attivata, APTT) tendano ad accorciarsi utilizzando aghi
di piccolo calibro (€ 23 Gauge) per effetto di una pos-
sibile attivazione dell’emostasi secondaria in vitro, tale
variazione appare comunque compresa nell’ambito
delle specificazioni di qualita. Analoghe considerazioni

valgono per la conta piastrinica e per la determinazio-
ne del D-dimero, sicché ¢ possibile concludere che aghi
di calibro inferiore a 21 Gauge non sembrano genera-
re una variabilita significativa nei parametri utilizzati'®.

Malgrado sia ben noto che il prolungato posiziona-
mento del laccio emostatico possa generare stasi ve-
nosa e conseguentemente modificare la concentrazio-
ne di vari analiti nel sangue, questa causa di variabilita
preanalitica ¢ spesso sottovalutata durante il preleva-
mento. In sostanza, la stasi prolungata altera sostanzial-
mente tutti i parametri ematochimici, compresi quelli
coagulativi. E’ stato infatti dimostrato che tutti i comu-
ni test emocoagulativi sono alterati dopo un minuto di
stasi. Le variazioni s’amplificano ulteriormente dopo
tre minuti di mantenimento del laccio, fino superare i
limiti di accettabilita (errore totale desiderabile) per PT,
fibrinogeno e D-dimero".

Originariamente ideato negli anni 70, 'ordine di pre-
levamento delle provette (convenzionalmente noto
come “order of drap”’) fu diffusamente raccomandato
per prevenire la contaminazione dei tubi primari. A
seguito della rivoluzione tecnologica nei materiali e nelle
tecniche di prelievo, nel 2003 il Clinical and Laboratory
Standard Institute (CLSI) delibero una versione presso-
ché definitiva e semplificata, che prevede la raccolta in
sequenza di provette destinate ad emocoltura, seguite
da provette di siero, provette per esami di coagulazio-
ne e provette contenenti altri anticoagulanti o additi-
vi'". Qualora fosse previsto il prelievo di una sola pro-
vetta destinata ad esami di coagulazione, le vecchie in-
dicazioni prevedevano che venisse anteposta una pro-
vetta di siero al fine di evitare il riempimento insuffi-
ciente o la contaminazione da tromboplastina rilasciata
durante il prelievo. Tuttavia, tali indicazioni non trova-
no piu riscontro nelle linee guida attuali della CLSI o
nelle evidenze della pratica''®.

La raccolta in contenitori non idonei all’esame ¢ un
aspetto molto importante in biochimica clinica, che
assume tuttavia maggior rilievo in diagnostica emato-
logia e, soprattutto, coagulativa. Per le tradizionali ana-
lisi biochimiche ¢ possibile utilizzare diversi matrici (siero
o plasma), per quelle ematologiche la matrice racco-
mandata di scelta ¢ plasma EDTA (K, EDTA), mal-
grado anche plasma citrato e plasma eparinato possa-
no essere utilizzati con opportune avvertenze (oppor-
tuna correzione dei risultati nel plasma citrato, impos-
sibilita di svolgere alcune analisi citochimiche in pre-
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senza di plasma eparinato). Per i test coagulativi, inve-
ce, 'unica matrice idonea € plasma citrato, in quanto
solo I'utilizzo di questo anticoagulante consente la ri-
calcificazione del plasma, conditio sine gua non per ese-
cuzione dei comuni test emocoagulativi. Tale conside-
razioni non riguardano ovviamente eventuali test im-
munometrici che appartengono alla sfera della diagno-
stica emocoagulativa (es. determinazioni antigeniche dei
fattori della coagulazione, D-dimero, eccetera), ma solo
itestin cui sia richiesta attivazione della cascata coagu-
lativa in vitro. A causa della progressiva centralizzazio-
ne delle analisi in core Jaboratories e della necessita d’uti-
lizzare solo ed esclusivamente plasma citrato, un pro-
blema tangibile emerso di recente ¢ il riconoscimento
della matrice dei campioni secondari e delle eventuali
aliquote prodotte in punti prelievo decentralizzati e
successivamente inviati al core laboratory. In presenza di
risultati dubbi o francamente inattendibili, Peventualita
che la matrice in analisi sia diversa da plasma citrato
(ad esempio siero, plasma eparinato o plasma EDTA)
deve sempre essere considerata ed eventualmente esclu-
sa'”. A questo proposito, sono stati recentemente pro-
posti alcuni algoritmi basati sulla determinazione di
sodio, potassio, calcio e/o cloro ¢/o magnesio nella
matrice in esame, che consentirebbero di distinguere
con efficienza prossima al 100% il plasma citrato da
plasma EDTA, plasma eparinato o siero'™. Nel pla-
sma EDTA, infatti, sodio e cloro sono significativa-
mente diminuiti rispetto al siero ed al plasma eparina-
to, il potassio ¢ sempre >14 mmol/L, mentre magne-
sio e calcio sono virtualmente indosabili. Al contratio,
la concentrazione di potassio, cloro, calcio e magnesio
¢ sostanzialmente diminuita nel plasma citrato rispetto
al siero ed al plasma eparinato, mentre quella del sodio
¢ considerevolmente aumentata. L utilizzo di questi al-
goritmi, integrato ai comuni test coagulativi, consenti-
rebbe di facilitare il riconoscimento di matrici non ido-
nee, convalidando oggettivamente ’eventuale impos-
sibilita tecnica ad eseguire I’analisi'®.

A prescindere dalla matrice non idonea, un’ulteriore
fonte di variabilita preanalitica, determinante ai fini della
qualita del risultato, ¢ rappresentata dall’opportuno rap-
porto tra sangue ed anticoagulante (sodio citrato)". La
raccolta di campioni biologici con alterato rapporto
tra sangue ¢ anticoagulante, soprattutto a favore del
secondo, determina un eccesso di sodio citrato nel cam-
pione, che sequestra parte dello ione reintrodotto du-
rante la ricalcificazione necessaria all’espletamento dei
test coagulativi. Pertanto, un riempimento non idoneo
della provetta primaria puo allungare significativamente
i test di coagulazione, producendo risultati che potreb-
bero essere interpretati come “falsi positivi”. Pur non
esistendo indicazioni definitive ed univoche sul limite
minimo di accettabilita di campioni con rapporto inap-
propriato tra sangue ed anticoagulante, Reneke e colle-
ghi hanno dimostrato che i risultati del PT su campioni
normali sono attendibili in tubi primari riempiti fino
(ma non al di sotto) del 65% della capacita. Per valori

RIMeL / IJLaM 2009; 5

patologici di PT, i risultati sono accurati in tubi primari
riempiti fino (ma non al di sotto) dell’80% usando trom-
boplastine moderatamente sensibili, e fino al 90% usan-
do tromboplastine altamente sensibile. Analogamente,
prolungamenti significativi del’ APTT si osservano in
tubi primari riempiti al di sotto del 90% della capaci-
ta”. Utilizzando tubi primari contenenti sodio citrato
al 3,8%, differenze significative in PT e APTT si osser-
vano in campioni riempiti a meno dell’80% e 90% della
capacita, rispettivamente*'*. Tale effetto ¢ meno evi-
dente quando i campioni siano prelevati in sodio citra-
to al 3,2%. Nei campioni pediatrici, il riempimento non
deve essere infetiore al 90%>. Secondo le attuali rac-
comandazioni del CLSI, i campioni dovrebbero esse-
re comunque scartati ogni qualvolta il riempimento della
provetta sia inferiore al 90% della capacita nominale".
Verosimilmente, questa sembra la raccomandazione piu
idonea, poiché non sempre 'operatore ¢ a conoscenza
degli esami richiesti per quel campione o della sensibi-
lita dei reagenti utilizzati. Per quanto concerne la con-
centrazione dell’anticoagulante nel tubo primario, il CLSI
raccomanda attualmente l'utilizzo di provette conte-
nenti sodio citrato alla concentrazione di 0,105-0,109
mM (3,2%)". Nondimeno, in alcune realta ¢ ancora
diffuso l'utilizzo di provette contenenti sodio citrato
alla concentrazione di 0,129 mM (3,8%). In questo caso,
¢ opportuno ricordare che, malgrado esista una so-
stanziale concordanza dei risultati, nei campioni rac-
colti in sodio citrato 0,129 mM il PT e PAPTT sono
allungati, mentre il valore di fibrinogeno ¢ sottostima-
to, fino ad eccedere in tutti i casi le specificazioni di
qualita®*. D’altronde, campioni raccolti in sodio citrato
0,129 mM (3,8%) sembrano essere piu consoni per la
valutazione della resistenza all’aspirina, utilizzando il
PFA-100%. La raccomandazione piu opportuna in que-
sta circostanza ¢ che ogni laboratorio sviluppi i propri
intervalli di riferimento sulla base della concentrazione
di anticoagulante presente nei tubi primari, che deve
essere ovviamente la medesima nei campioni raccolti
pet la calibrazione dei test e nei campioni in esame’.
Per quanto concerne Iagitazione del tubo primario
immediatamente dopo il prelievo, il CLSI consiglia di
invertire il tubo primario da 4 a 6 volte immediata-
mente dopo il prelevamento. Nondimeno, anche un
numero minore d’inversioni del campione (da 2 a 4)
sembrerebbero sufficienti a garantire un idoneo mi-
scelamento di sangue ed anticoagulante, sempre che la
provetta sia riempita correttamente®.

Trasporto del campione

Un’ulteriore variabile che influenza Pattendibilita dei
test coagulativi riguarda le modalita di trasporto dei
campioni, sia per quanto concerne il mezzo con cui le
provette sono trasferite dal punto di prelievo al labo-
ratorio che esegue 'esame, sia per le modalita ottimali
per conservare i campioni per garantirne l'integrita, e
che saranno trattate piun diffusamente in seguito

(Tab. 1I).
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E lapalissiano che i campioni biologici, soprattutto
quelli destinati ad esami emocoagulativi, dovrebbero
essere trattati piu delicatamente possibile durante tutto
il loro percorso, evitando eccessivi scuotimenti, frenate
o accelerazioni improvvise, rispettando idonee condi-
zioni di temperatura ed umidita®. I sistemi di traspor-
to pneumatico dei campioni si stanno diffondendo
rapidamente nelle strutture ospedaliere, poiché consen-
tono di standardizzare il trasporto, limitare I'intervento
umano in questa fase e ridurre contestualmente il zur-
naround time (TAT). Dyszkiewicz e colleghi hanno di-
mostrato che il sistema di trasporto pneumatico po-
trebbe determinatre una attivazione in vitro delle pia-
strine, riflessa dall’accorciamento del tempo di chiusu-
ra del PFA-100 (soprattutto utilizzando collagene ed
adrenalina come attivatori)*’. In uno studio recente di
Wallin e colleghi® ¢ stato tuttavia dimostrato che i prin-
cipali test emocoagulativi (PFA-100, PT, APTT e fibri-
nogeno) eseguiti su campioni trasferiti al laboratorio
mediante un sistema di trasporto pneumatico non su-
biscono alterazioni significative. Al contrario, sono sta-
te osservate variazioni importanti nei parametri trom-
boelastografici, soprattutto nel tempo di formazione
del coagulo, il che potrebbe sottendere una parziale
(ma probabilmente insignificante in termini clinici) pre-
attivazione della cascata coagulativa in vitro. Sulla base
dei dati della letteratura si puo quindi concludere che il
sistema di trasporto pneumatico non sembrerebbe al-
terare significativamente I'integrita dei campioni desti-
nati alla routine emocoagulativa. I risultati di analisi pit
sensibili, come ad esempio tromboelastrografia e fun-
zionalita piastrinica in vitro (test di aggregazione), po-
trebbero essere invece influenzati da questa modalita
di trasporto e sarebbe quindi auspicabile prevedere
una procedura specifica di trasferimento in labora-
totio.

Trattamento del campione

La centrifugazione dei campioni rappresenta un
aspetto critico per tutta la diagnostica in vitro ed, a
maggior ragione, per quella coagulativa. Per quanto
concerne le condizioni ottimali, il CLSI suggerisce di
centrifugare i campioni a temperatura ambiente, a
1500xg per almeno 15 minuti”’. Ultetiori studi hanno
tuttavia dimostrato che un tempo di centrifugazione
inferiore, compreso tra 5 e 10 minuti, non modifica
significativamente i risultati”’; cosi come non si intro-
ducono variazioni significative anche utilizzando tem-
perature d’esercizio inferiori (4° C o 12° C) a quella
consigliata®. Attenzione dovrebbe anche essere pre-
stata alla possibile stratificazione del plasma durante la
centrifugazione, giacché confrontando il plasma in su-
perficie con quello in profondita, i valori di PT sono
piu corti e la concentrazione del fibrinogeno ¢ conte-
stualmente maggiore®, pur rimanendo tale vatiabilita
compresa nell’ambito delle specificazioni di qualita. Per
quanto concerne il filtraggio del plasma, quest’opera-
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zione ¢ oggl vivamente sconsigliata poiché puo inficia-
re Iattendibilita di molti test coagulativi*>*.

Stabilita del campione

La stabilita del campione per la determinazione dei
test di coagulazione prevede I'analisi di alcune variabili
quali il tempo che intercorre fra il prelievo e la separa-
zione della parte corpuscolata del plasma e la tempe-
ratura di conservazione, prima e dopo la centrifuga-
zione. Le attuali raccomandazioni della CLSI stabili-
scono che: a) i campioni per PT dovrebbero essere
centrifugati entro 24 ore dal prelievo se conservato a
temperatura ambiente; b) i campioni per APTT do-
vrebbero essere analizzati entro 4 ore dal prelievo; c) 1
campioni per altri test di coagulazione dovrebbero es-
sere centrifugati entro 4 ore dal prelievo e conservati
sia a temperatura ambiente che a 2-4 °C"**. Alcuni
autori hanno tuttavia suggerito limiti piu stringenti per
la conservazione dei campioni non centrifugati e desti-
nati alla determinazione di APTT, PT e fibrinogeno,
indicando un limite massimo di 6 ore per un range di
temperature comprese tra 4 e 24°C*. Altri autori
hanno invece evidenziato una sostanziale stabilita dei
campioni non centrifugati fino a 24-28 ore, eviden-
ziando delle variazioni solo per il fattore VIII, fattore
V e proteina S quando 1 campioni sono conservati a
temperatura di 2-4°C”. E’ quindi ragionevole sup-
porre che la non corretta conservazione dei campioni
durante il trasporto e prima della centrifugazione po-
trebbe determinare errori nella approccio diagnostico
all’emofilia A, imputabili a variazioni della concentra-
zione del fattore VIII e del fattore di von Willebrand
(VWE), proteina che svolge un ruolo cardine nella sta-
bilizzazione del fattore VIII.

La stabilita dei campioni centrifugati rappresenta un
aspetto cardine nella gestione dei test che non sono
eseguiti di routine, quali ad esempio la determinazione
dei fattori della coagulazione per la diagnosi di carenze
(ad esempio emofilia A o malattia di von Willebrand).
Diversi autori hanno sollevato dubbi sull’attendibilita
delle analisi eseguite su campioni congelati a -20° C o -
80° C per un periodo supetiore a 6 mesi, sottolinean-
do il rischio di incotrere in diagnosi errate®*!. Woo-
dhams e colleghi hanno dimostrato la stabilita dei fat-
tori della coagulazione per almeno tre mesi quando
conservati a -20°C, mentre essi risultano stabili fino a 2
anni conservandoli a -80°C*. Minoti informazioni sono
disponibili per periodi di conservazione maggiori a
due anni, il che sottolinea la necessita di studi specifica-
tamente indirizzati a valutare questo aspetto, la cui im-
portanza ¢ sostanziale nella determinare la validita di
studi multicentrici e prospettici in cui ¢ prevista la con-
servazione dei campioni anche per diversi anni.

La determinazione del VWE sembra piu affidabile
quando i campioni sono conservati anche per giorni a
temperatura ambiente (cio vale sia per campioni di san-
gue intero, sia per campioni di plasma), anche se nei
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campioni di sangue intero si assiste ad un progressivo
aumento dei valori, verosimilmente imputabile al rila-
scio cellulare della proteina*. Al contrario, la conserva-
zione dei campioni di sangue intero a 4° C ¢ sconsi-
gliata, in quanto determina un’attivazione dell’emostasi
che si accompagna ad aumento di VWF e dei fattori
VII ed VIII##%,

Conclusioni

Nel corso degli ultimi decenni il ruolo del laborato-
rio clinico s’¢ andato affermando sempre piu prepo-
tentemente nell’ambito del processo decisionale clini-
co. Contestualmente, ¢ cresciuta la necessita di dispor-
re di standard qualitativi prestabiliti e definiti per otti-
mizzare I'organizzazione e la gestione delle attivita. E’
innegabile che i progressi della tecnologia e dell'infor-
matica, I'introduzione di standard di qualita atti a mo-
nitorare diverse fasi di processo e la diffusione di pro-
grammi di valutazione di qualita interna ed esterna,
abbiano contribuito al raggiungimento di una mag-
giore attendibilita e confidenza nella fase analitica, ri-
ducendo la probabilita d’errore ed incrementando con-
testualmente la precisione e I'accuratezza dei risulta-
t**. I progressi compiuti per ottimizzare Pefficienza
e lefficacia delle fasi extra-analitiche, soprattutto della
fase preanalitica, sono stati tuttavia meno soddisfacen-
t*7. A rendere ancora piu complessa la situazione ha
contribuito la parziale riorganizzazione dei servizi di
medicina di laboratorio, spesso strutturati in forma di
network o reti territoriali che, moltiplicando i centri pre-
lievi in periferia, ha contribuito a generare un netto scol-
lamento tra la fase preanalitica e quella analitica.

La fase preanalitica presenta diverse criticita, che com-
prendono le procedure di raccolta, trasporto, tratta-
mento e conservazione del campione. La criticita della
gestione della fase preanalitica per i test emocoagulati-
vi ¢ ben nota, sia per quanto riguarda lo studio della
funzionalita piastrinica, sia per I’analisi della cascata co-
agulativa. Contestualmente, l'integrita del campione
rappresenta condizione indispensabile per ottenere un
“buon” referto clinico”. Un ampio consenso interna-
zionale" e nazionale®** ha consentito la produzione di
linee guida specifiche sulla gestione della fase pre-ana-
litica per monitorare ogni processo di questa fase cru-
ciale dell’attivita di laboratorio. Anche ’Organizzazio-
ne Internazionale per la Standardizzazione (ISO) ha ri-
conosciuto il problema, emanando una serie di norme
ed indicazioni atte ad integrare un sistema di gestione
della qualita per migliorare la gestione dei processi.
Accanto ad indicazioni generiche, le ISO 15189 hanno
la finalita di attestare la capacita dei laboratori clinici di
fornire, attraverso personale qualificato e competente,
un servizio di consulenza clinica supportato da ade-
guata tecnologia diagnostica, capace di coprire tutti gli
aspetti delle indagini di laboratorio, e quindi compren-
sivo della fase preanalitica. Il rispetto delle attuali indi-
cazioni e raccomandazioni, accanto ad una traslazione
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del concetto di 7isk management all’attivita di laboratorio
sono elementi essenziali per ridurre lincertezza della
fase preanalitica, parte complessa ma irrinunciabile nel-
I'ambito del processo diagnostico.
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