
INTRODUZIONE

Nella pratica clinica, per accertare la presenza ed
eventualmente per identificare i cristalli di ura-

to monosodico (UMS) e di pirofosfato di calcio
diidrato (PPCD) nel liquido sinoviale (LS), si pro-
cede all’osservazione di campioni a fresco al mi-
croscopio a luce polarizzata con compensatore ros-
so di primo ordine.
L’esame citologico e le formule leucocitarie pos-
sono essere effettuati su preparati sia citocentri-
fugati sia strisciati in strato sottile e successiva-
mente colorati. L’identificazione dei microcristalli
non può però essere routinariamente condotta sul

campione utilizzato per lo studio citologico poi-
ché le tecniche di colorazione per quest’ultimo
potrebbero fornire risultati non attendibili, dovu-
ti ad artefatti o alla solubilizzazione dei cristalli
(1, 2, 3, 4). 
Fino ad oggi è stata dedicata poca attenzione
all’impiego, nella sinovianalisi, di preparati colo-
rati. Recentemente Petrocelli et al hanno dimo-
strato l’utilità della colorazione di Gram per l’iden-
tificazione dei cristalli di UMS e di PPCD: tale tec-
nica consente di ottenere campioni che conserva-
no ancora i cristalli patologici a più di due anni dal-
la prima osservazione (5).
Schumacher ha inoltre descritto l’utilizzo di una
colorazione sopravitale impiegando vetrini preco-
lorati che permettono contemporaneamente di va-
lutare sia l’aspetto citologico sia la presenza o me-
no di cristalli patologici (1, 6).
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SUMMARY

The aim of this study was to evaluate whether DQ could prove useful to identify monosodium urate (MSU) and calci-
um pyrophosphate dehydrate (CPPD) crystals on permanent mounted stained slides.
To this end, we studied 27 synovial fluid (SF) samples obtained from the knees of patients with the pseudogout (n=21)
and acute gouty arthritis (n=6). Wet analysis for crystal detection and identification was performed within one hour
of joint aspiration. In addition, we studied 16 inflammatory synovial effusions obtained from patients with knee arthri-
tis not induced by crystals. For each SF, DQ stained slides were analyzed by 2  experienced doctors  in SF analysis.
The observers were blinded to the type of crystal present in the SF. Each slide was analyzed by compensated polar-
ized and transmitted light microscopy. SF was considered positive if intracellular and/or extracellular crystals were
clearly identified. In addition, the observers were asked to identify the type of the crystals using compensated polar-
ized light microscopy. Sensitivity, specificity, accuracy, positive predictive value (PPV), and negative predictive val-
ue (NPV) of the DQ staining method were determined.
51 true positive and 28 true negative specimens were correctly classified (39 CPPD samples, 12 MSU samples, and
28 samples of crystals-unrelated arthropathies). All MSU specimens were correctly diagnosed.
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Lo scopo del nostro studio è stato di valutare se stri-
sci di LS colorati con Diff-Quik® [Dade Behring-
Switzerland] (DQ), un preparato su base alcolica
che consente una rapida tecnica di colorazione, po-
tessero essere utilizzati per identificare cristalli di
UMS e PPCD (7) consentendo allo stesso tempo di
visualizzare la cellularità.

MATERIALI E METODI

Il nostro studio è stato condotto su 27 LS epari-
nizzati, raccolti durante un periodo di circa sei me-
si e tutti  indotti da una patologia infiammatoria di
natura microcristallina, come confermato dall’os-
servazione microscopica. In particolare 21 LS era-
no ottenuti dall’artrocentesi delle ginocchia di al-
trettanti pazienti affetti da artropatia correlata a cri-
stalli di PPCD mentre 6 erano aspirati dalle ginoc-
chia di pazienti con ricorrenti attacchi di artrite got-
tosa. 
Abbiamo successivamente studiato 16 liquidi in-
fiammatori prelevati da pazienti con artrite a pato-
genesi non microcristallina (8 con artrite reuma-
toide, 1 con LES e 7 con spondiloartriti sieronega-
tive includenti 1 spondilite anchilosante, 3 artro-
patie psoriasiche, 2 malattie infiammatorie intesti-
nali correlate ad artropatia, 1 artrite reattiva).
L’analisi a fresco era effettuata entro un’ora dall’ar-
trocentesi e i cristalli erano identificati da un reu-
matologo esperto in sinovianalisi (RDS) a cono-
scenza dei dati clinici di ciascun paziente.
Ogni campione di LS era strisciato su un vetrino
precedentemente sgrassato, essiccato all’aria a tem-
peratura ambiente, colorato con DQ secondo le in-
dicazioni della ditta produttrice: immerso per cin-
que volte consecutive dapprima in una soluzione
fissante contenente metanolo, successivamente in
una soluzione colorante contenente Eosina G, poi
in una seconda soluzione colorante (Tiazina Dye),
infine sciacquato delicatamente con acqua distilla-
ta. L’intero processo di colorazione durava circa
15 secondi. I preparati erano poi chiarificati in xi-
lolo e coperti con un vetrino coprioggetti montato
con un montante non acquoso. 
Ciascun preparato era analizzato in cieco e sepa-
ratamente da due di noi (ES, SM) al microscopio
in luce diretta e quindi in luce polarizzata com-
pensata ad un ingrandimento di 400x. Quando ne-
cessario si procedeva all’esame ad un ingrandi-
mento di 1000x in immersione. Ad ogni osserva-
tore erano consentiti non più di 5 minuti da dedi-
care a ciascun vetrino. Un LS in cui erano chiara-

mente evidenziati cristalli intra e/o extracellulari
era considerato positivo ed in tal caso all’osserva-
tore era richiesto di identificarne il tipo utilizzan-
do il microscopio a luce polarizzata compensata. A
completamento del nostro studio abbiamo cercato
di migliorare la tecnica d’identificazione dei cri-
stalli di UMS e PPCD in quei campioni di LS che
ne contenevano un esiguo numero, utilizzando pre-
parazioni citocentrifugate e sottoposte a colorazio-
ne con DQ.

RISULTATI

L’osservazione delle preparazioni colorate con DQ,
se confrontate ai controlli a fresco, non rivelava al-
cuna differenza relativamente alle dimensioni dei
cristalli, alla loro refrattività, alla loro birifrangen-
za. In particolare i cristalli di MSU non erano fa-
cilmente identificabili alla microscopia ottica or-
dinaria, come descritto altrove (9), mentre all’os-
servazione microscopica in luce polarizzata com-
pensata apparivano aghiformi e fortemente biri-
frangenti negativi. D’altro canto campioni di PPCD
erano più facilmente identificabili con il micro-
scopio a luce ordinaria in pseudofase.
Dei 43 liquidi sinoviali, analizzati in maniera indi-
pendente dai due esaminatori così da ottenere il
complessivo numero di 86 osservazioni, erano cor-
rettamente classificati 51 veri positivi e 28 veri ne-
gativi (39 PPCD, 6 UMS, 28 provenienti da artro-
patie non correlate a cristalli). In totale erano ri-
scontrati 4 casi falsi positivi e 3 casi falsi negativi;
in tutti i falsi positivi erano erroneamente identifi-
cati cristalli extracellulari di PPCD, mentre nei 3

Tabella I - Risultati dell’identificazione di cristalli di UMS e PPCD su
strisci di liquido sinoviale colorato con DQ 

PPCD UMS Totale

VP 39 12 51
VN 40 74 28
FP 4 4
FN 3 3

Sensibilità 92,9% 100% 94,4%
Specificità 90,9% 100% 87,5%
Accuratezza 91,9% 100% 91,9%
PVP 90,7% 100% 92,7%
VPN 93,0% 100% 90,3%

VP: veri positivi; VN: veri negativi; FP: falsi positivi; FN: falsi negativi;
PVP: predittività positiva; PVN: predittività negativa.
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casi falsi negativi non erano osservati i cristalli di
PPCD intracellulari. I campioni di UMS sono sta-
ti invece tutti correttamente classificati. La sensi-
bilità, specificità e accuratezza complessive per la
conferma della presenza dei cristalli nei vetrini co-
lorati con DQ erano rispettivamente a 87,5%,
94,4%, 91,9%. La predittività positiva risultava
92,7% mentre quella negativa 90,3%. In particola-
re la sensibilità, la specificità e accuratezza
nell’identificazione dei PPCD erano rispettiva-
mente 92,9%, 90,9% e 91,9% con una predittività
positiva di 90,7% e una predittività negativa di
93.9%. Tutti i campioni di cristalli di UMS erano
correttamente identificati fornendo il 100% di sen-
sibilità, specificità, accuratezza, predittività positi-
va e predittività negativa (Tab. I).
Le preparazioni citocentrifugate di LS, contenenti
pochi cristalli e sottoposte a colorazione con DQ
hanno permesso di ottenere, con una metodica
estremamente semplice, numerosi cristalli intra ed
extracellulari ben preservati.

CONCLUSIONI

I nostri dati mostrano gli accurati risultati ottenuti
dall’analisi di vetrini colorati con DQ, espressi
dall’eccellente concordanza con la valutazione a
fresco. I LS contenenti cristalli di UMS (Fig. 1) era-
no tutti correttamente identificati, mentre i 7 erro-
ri compiuti riguardavano la presenza o l’assenza di
cristalli di PPCD (Fig. 2). Va tuttavia precisato che
i 4 preparati, definiti erroneamente PPCD positivi,
erano classificati come positività extracellulare e in
nessuno di essi erano presenti cristalli intracellula-

ri. D’altro canto i liquidi indicati come falsi nega-
tivi erano caratterizzati, nelle preparazioni a fresco,
da una bassa cellularità con pochi cristalli intra ed
extracellulari, moderatamente birifrangenti. La più
grande difficoltà incontrata nello studio in doppio
cieco è stata la valutazione dei preparati prove-
nienti da liquidi caratterizzati da una bassa conta
leucocitaria e da un’alta viscosità, come esamina-
to dalle preparazioni a fresco. La colorazione con
DQ ha mostrato infatti un’ulteriore riduzione del-
la densità di cellule e cristalli attribuibile alla ne-
cessità di ottenere strisci sottili. I preparati cito-
centrifugati e colorati con tale metodica possono
fornire un notevole aiuto nell’identificazione dei
cristalli nei LS a scarsa cellularità. La stessa diffi-
coltà è stata incontrata da Petrocelli et al in un si-
mile studio effettuato con la colorazione di Gram
(6): la sensibilità, la specificità, la predittività ne-
gativa e la predittività positiva mostrano valori si-
mili ai nostri. Essi hanno concluso affermando la
buona attendibilità dei risultati ottenuti con l’ana-
lisi degli strisci colorati di LS.
La diagnosi di artrite microcristallina viene for-
mulata in base all’identificazione di alcuni cristal-
li UMS e PPCD (Fig. 2) con l’osservazione a fre-
sco al microscopio in luce ordinaria e polarizzata
compensata (10, 11). Tuttavia la scarsa riproduci-
bilità di tale analisi, l’impiego di tecnici esperti, la
necessità di effettuare tale indagine entro poche ore
dall’artrocentesi ha focalizzato l’attenzione dei reu-
matologi sulla necessità di sistemi di controllo di
qualità e di laboratori referenziati. Proprio la pos-
sibilità di poter conservare per un lungo periodo di
tempo preparati colorati di LS, dovrebbe servire
per promuovere e accrescere la qualità dei sistemi

Figura 1 - Colorazione con Diff-Quil®:  cristallo di UMS. Figura 2 - Colorazione con Diff-Quil®:  cristallo di PPCD.
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di controllo fra i laboratori. È importante sottoli-
neare come, con la tecnica di colorazione utilizza-
ta nel nostro lavoro, i cristalli possano essere an-
cora facilmente identificati a dodici mesi dalla fi-
ne del nostro studio. 

Riteniamo pertanto che i preparati colorati di LS, in-
cludendo tra le metodiche di colorazione anche il
DQ, potrebbero essere utilizzati nella sinovianalisi
come controllo di qualità includente sia l’esame ci-
tologico sia l’identificazione dei microcristalli.

RIASSUNTO

Lo scopo del nostro lavoro è stato di valutare l’efficacia di tale metodica di colorazione nell’identificare, su vetrini
permanentemente montati, cristalli di UMS e di PPCD.
Abbiamo pertanto sottoposto ad artrocentesi delle ginocchia 27 pazienti di cui 21 affetti da artrite acuta da cristalli di
CPPD e 6 con un attacco di gotta e ne abbiamo studiato a fresco il LS.
Abbiamo inoltre analizzato 16 LS infiammatori provenienti da pazienti affetti da gonartrite acuta di origine non mi-
crocristallina.
Per ogni LS è stato realizzato un vetrino colorato con DQ, successivamente esaminato in cieco sia al microscopio a
luce diretta che in luce polarizzata compensata. Un LS in cui fosse chiaramente indicata la presenza di cristalli era giu-
dicato positivo ed in tal caso all’osservatore era richiesto di identificarne il tipo. 
Erano quindi valutate la sensibilità, la specificità, l’accuratezza, il valore predittivo positivo e negativo del metodo di
colorazione con DQ.

Parole chiave: Liquido sinoviale, urato monosodico, pirofosfato di calcio diidrato.
Key words: Synovial fluid, monosodium urate, calcium pyrophosphate dihydrate.
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