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UN OCCHIO IN LABORATORIO

La ricerca dei microcristalli nel liquido sinoviale
Detection and identification of crystals in synovial fluid
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SUMMARY

Synovial fluid analysis for crystals represents one of the most important laboratory test for the evaluation of rheumat-
ic diseases. The identification of monosodium urate and calcium pyrophosphate dihydrate crystals allows the prompt
diagnosis of gout and pyrophosphate crystal-related arthropaties. Crystals are identified based on their shape and
birefringence through a polarized light microscope equipped with a first order red compensator. Due to its simple ex-
ecution and high diagnostic value, this examine should be always performed to complete synovial fluid analysis.

Le artriti da microcristalli costituiscono la cate-
goria di artropatie inflammatorie piu frequente
nella popolazione. E stato osservato che la gotta o
artropatia da cristalli di urato monosodico (UMS),
colpisce piu dell’ 1% dei maschi adulti e risultereb-
be in aumento nei Paesi occidentali (1). La pseu-
dogotta o artropatia acuta da pirofosfato di calcio
diidrato (PFCD) ¢ la monoartrite piu frequente ne-
¢gli anziani (2).

Inoltre, una varieta di condizioni, non tutte comple-
tamente conosciute, possono essere determinate
dai microcristalli che si formano nell’ambiente ar-
ticolare. Per cui, la loro ricerca nel liquido sinovia-
le (LS) rappresenta uno degli esami pit significa-
tivi in ambito reumatologico. L’identificazione dei
cristalli di UMS e di PFCD permette di diagnosti-
care rapidamente la gotta e I’artropatia da cristalli
di pirofosfato risparmiando il ricorso ad indagini
cliniche piu complesse, accorciando i tempi d’at-
tesa per il paziente e favorendo I’introduzione tem-
pestiva della terapia.

L’importanza della ricerca dei cristalli ¢ universal-
mente riconosciuta ed ogni anno vengono promos-
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se, sia a livello nazionale che internazionale, inizia-
tive atte a favorire la pratica dell’analisi del LS
(Corso Teorico Pratico sull’ Analisi del Liquido Si-
noviale, Abbazia di Praglia 2001-2005; Workshop
on Synovial Fluid Analysis and Practical Skills,
EULAR Congress 2002-2005).

Laricerca dei cristalli nel LS richiede un microsco-
pio ottico a luce polarizzata e compensata e puo es-
sere effettuata con facilita dopo un periodo di trai-
ning relativamente breve. I cristalli di UMS e di
PFCD vengono identificati e distinti in base alla lo-
ro forma, aspetto, ma soprattutto alla loro birifran-
genza.

Raccolta e conservazione del liquido sinoviale

11 liquido sinoviale per la ricerca dei microcristal-
li deve essere raccolto in una provetta priva di ad-
ditivi ed esaminato nel pill breve tempo possibile.
Un ritardo nella lettura del LS puo infatti essere
causa della dissoluzione dei cristalli di UMS e so-
prattutto di PFCD, o al contrario, indurre la forma-
zione di artefatti provenienti dalla lisi cellulare (3,
4). Quando non ¢ possibile esaminarlo a fresco, il
LS puo essere conservato a 4°C per 72h oppure a
-80°C per un periodo pit lungo (fino a 2 mesi) (5).

L’analisi al microscopio a luce polarizzata
L analisi dei cristalli richiede un microscopio otti-
co a luce polarizzata dotato di un polarizzatore e di
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Figura 1 - Rappresentazione schematica del colore dei cristalli di
UMS e PPCD alla luce polarizzata e compensata. Il cristallo esibisce
colore giallo o blu a seconda dell’orientamento del suo asse maggio-
re rispetto all’asse del compensatore.

un compensatore rosso di I ordine (6). L’accurata
pulizia del vetrino ¢ di fondamentale importanza
per eliminare particelle estrinseche birifrangenti
che possono inficiare il risultato. Il vetrino viene
osservato dapprima alla luce ordinaria che permet-
te di distinguere la forma e la grandezza dei cristal-
li e poi alla luce polarizzata compensata che ne
permette I’identificazione in base alla loro birifran-
genza. | cristalli di PFCD e di UMS vengono rico-
nosciuti a seconda della colorazione che sviluppa-
no quando il loro asse maggiore ¢ parallelo all’as-
se ordinario del compensatore. In figura 1 sono
schematizzate le proprieta ottiche dei cristalli di
UMS e di PFECD.

I cristalli di UMS
I cristalli di UMS hanno una caratteristica forma
allungata, spesso aghiforme, con una lunghezza

Figura 2 - Cristallo di UMS intracellulare. Luce polarizzata compen-
sata, ingrandimento 40x. La freccia indica I'orientamento dellasse
del compensatore.

che puo raggiungere e superare i 40 pm (Fig. 2).
Spesso sono intrappolati in maglie di fibrina o
frammenti di cartilagine. Alla luce polarizzata ap-
paiono bianchi lucenti e sono facilmente rilevabi-
li. Alla luce polarizzata compensata esibiscono una
forte birifrangenza negativa con colori particolar-
mente vivaci. Nel LS si possono riscontrare degli
ammassi tofacei di cristalli di UMS, talvolta in se-
no a villosita sinoviali o frammenti di tessuto ar-
ticolare.

Significato clinico

La presenza di cristalli di UMS nel LS permette
una diagnosi certa di gotta. Nel corso di un attac-
co acuto essi sono generalmente numerosi e spes-
so associati ad una conta cellulare elevata con pre-
valenza di leucociti polimorfonucleati. Occasional-
mente possono essere ritrovati in LS non infiam-
matori, probabilmente perché aspirati durante la
fase intercritica o, in ogni modo, quando I’attacco
acuto della malattia ¢ ormai cessato (7).

I cristalli di PFCD

La maggior parte dei cristalli di PFCD presenta
una particolare forma “a parallelepipedo” (PFCD
monoclino) ma si possono osservare anche forme
cuboidi od ovoidali molto piccole (Fig. 3). Piu ra-
ri sono invece gli aghiformi (PFCD triclino). La lo-
ro dimensione varia da 1 a 20 um. Alla luce pola-
rizzata e compensata esibiscono una debole biri-
frangenza positiva.

Significato clinico
11 ritrovamento di cristalli di PFCD in un LS in-
fiammatorio € indicativo di una forma acuta di ar-

Figura 3 - Cristalli di PFCD intracellulari. Luce polarizzata compen-
sata, ingrandimento 40x. La freccia indica |'orientamento dell’asse
del compensatore.
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tropatia di PFCD, la cosiddetta “pseudogotta”. Se
la loro presenza ¢ invece accompagnata da una bas-
sa conta cellulare (in genere <500 cellule/mm?) ci
sono due possibilita: una ¢ che possa trattarsi del-
la fase di remissione o “intercritica” di un attacco
di pseudogotta, I’altra ¢ che ci troviamo di fronte
ad una forma cronica di artropatia da PFCD, gene-
ralmente meno intensamente flogistica ed oligoar-
ticolare. 11 significato del ritrovamento di tali cri-
stalli nel LS dell’artrosi ¢ ancora dibattuto (8) an-
che se probabilmente, soprattutto per gli anziani, si
possono trovare cristalli di calcio, quali PFCD ed
apatite, come risultato di una diminuita capacita di
sfavorire il loro deposito da parte della cartilagine
invecchiata o degenerata.

I cristalli di fosfato basico di calcio (BCP)

I cristalli di BCP, rappresentati da idrossiapatite,
octacalcio fosfato e fosfato tricalcico si ritrovano
nella maggior parte dei liquidi artrosici (9). Le lo-
ro piccole dimensioni e 1’assenza di birifrangenza
non ne permettono I’identificazione al microsco-
pio ottico. Possono talvolta aggregare ed apparire
debolmente birifrangenti. Anche in questo caso
non sono facili da rilevare se non con una colora-
zione particolare quale il rosso alizarina (Fig. 4)
(10).

Significato clinico

La presenza dei cristalli di apatite ¢ associata ad
una aumentata degenerazione cartilaginea e ad un
pit abbondante versamento articolare. Aggregati

Figura 4 - Colorazione con rosso Alizarina di cristalli di BCP. Luce
ordinaria, ingrandimento 40x.

di apatite sono frequentemente riscontrabili nei “ri-
ce bodies” presenti non solo nei LS di patologie
non infiammatorie quali I’OA, ma anche in quello
di alcune artriti (11). Non ¢ ancora del tutto chia-
ro se questi cristalli contribuiscano al danno arti-
colare o siano solo un epifenomeno (12).

Sensibilita dell’analisi del LS per la ricerca

dei microcristalli

La sensibilita dell’esame microscopico per la ricer-
ca dei cristalli di UMS e di PFCD ¢ legata essen-
zialmente alla loro quantita e dimensione. Talvol-
ta la bassa concentrazione e le piccole dimensioni
dei cristalli portano a risultati falsi negativi e ren-
dono questo test scarsamente riproducibile (13).
Alcuni autori suggeriscono che la ripetizione del-
I’esame alla luce polarizzata il giorno successivo a
quello della raccolta ne migliora la sensibilita ana-
litica e diagnostica soprattutto nel caso di pazienti
che presentano evidenze cliniche di artropatia da
microcristalli ed esame del LS negativo alla luce
polarizzata (14).

La colorazione con rosso Alizarina per la ricerca
dei cristalli di BCP ¢ un metodo sensibile ma non
¢ specifico. Falsi positivi possono essere attribuiti
a PFCD, ossalato di calcio e altri composti conte-
nenti calcio (15).

Approccio pratico

La procedura piu corretta per la ricerca dei cristal-
li nel LS prevede di esaminare dapprima il vetrino
alla luce ordinaria per individuare la loro presenza
e subito dopo utilizzare il polarizzatore ed il com-
pensatore per la loro identificazione (16). Il rinve-
nimento dei cristalli di UMS ¢ agevole salvo rare
eccezioni dovute principalmente alle piccole di-
mensioni dei cristalli. La ricerca dei cristalli di
PFCD richiede invece maggiore attenzione a cau-
sa della loro debole birifrangenza e della possibi-
lita di confonderne la forma con quella di altri cri-
stalli (ad es. 1 cortisonici), inclusioni citoplasmati-
che o frammenti di fibrina. Alla luce polarizzata in-
fatti appaiono bianchi ma molto meno lucenti ri-
spetto a quelli di UMS. La loro birifrangenza ¢ po-
sitiva, ma quando sono troppo piccoli non esibisco-
no colore o cambiamenti di colore. Inoltre, quan-
do vengono fagocitati la birifrangenza pud venire
annullata dalle proprieta di rifrazione del citopla-
sma cellulare e il cristallo diventa cosi difficile da
distinguere (17).
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RIASSUNTO

La ricerca dei microcristalli nel liquido sinoviale rappresenta uno degli esami piu significativi in ambito reumatologi-
co. Il ritrovamento dei cristalli di urato monosodico e pirofosfato di calcio permette infatti la diagnosi istantanea di
gotta e di pseudogotta. L’analisi richiede un microscopio ottico a luce polarizzata dotato di un compensatore rosso di
I ordine che consente la distinzione dei cristalli in base alla loro birifrangenza. Vista la relativa semplicita e I’elevata
utilita ai fini diagnostici, questo esame dovrebbe sempre essere eseguito a completamento dell’analisi del liquido si-
noviale.
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