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Riassunto

Il gruppo di studio sui liquidi cavitari della Socie-
ta Italiana di Medicina di Laboratorio ha curato
la raccolta e la valutazione del materiale per la
formulazione di questa “proposta di linee guida”
per I’analisi del liquido sinoviale, che interessano
lo specialista di Reumatologia e/o Ortopedia.
L’obiettivo ¢ quello di rappresentare un primo
momento di aggregazione di discipline e specia-
listi diversi, clinici e laboratoristi.

L’analisi del liquido sinoviale costituisce uno de-
gli esami di laboratorio piu importanti in Reuma-
tologia; diventano quindi necessari modelli e sug-
gerimenti comportamentali, condivisi dai colle-
ghi clinici con ’obiettivo di ottenere un consenso
su cosa possa essere considerato il “pacchetto mi-
nimo” di esami da eseguire come routine e sulle
modalita di esecuzione. Gli obiettivi sono quelli
arrivare ad un referto efficace perla diagnosie de-
finire gli esami di approfondimento e ricerca, in
modo da ottenere “riproducibilita” nella risposta.
L’analisi del liquido sinoviale informa sulla qua-
lita e sull’intensita del processo flogistico in atto.

Summary

Guideline on synovial fluid analysis (draft)
Intra-cavity fluids Group of the Italian Society of La-
boratory Medicine, collected and assessed the material
for the formulation of this “guideline draft” tor syno-
vial fluid analysis, that can interest Rheumatology and
Orthopedics Specialists. The aim is the first aggrega-
tion of different disciplines and specialists, clinicians

Possiamo definire, quindi, se il liquido proviene
da un’articolazione inflammata o meno oppure da
un’articolazione dove si ¢ prodotta un’emorragia,
una sepsi, una degenerazione articolare o un trau-
ma. L’articolazione piu frequentemente sottopo-
sta ad artrocentesi ¢ quella del ginocchio.

In alcune condizioni, come la presenza di versa-
mento abbondante o in caso di artropatie da mi-
crocristalli o infettive, I’artrocentesi puo anche
avere un valore terapeutico.

Vengono date indicazioni sulle modalita di rac-
colta del campione per gli esami citologici, per lo
studio dei caratteri macroscopici, per approfon-
dire ’esame dei cristalli al microscopio a luce
polarizzata e compensata e per ’eventuale esame
microbiologico.

Sono descritte le indagini che si possono effet-
tuare sul liquido: macroscopiche (caratteristiche
chimico-fisiche), come il colore, I’aspetto la vi-
scosita e la valutazione del grado flogistico del
liquido; microscopiche, come la citologia nume-
rica, la ricerca e la caratterizzazione dei microcri-
stalli e 'indagine microbiologica.

and laboratory pathologists.

The synovial fluid analysis represents one of the most
important laboratory procedures in Rheumatology.
Patterns or behaviour suggestions are needed to pro-
duce proposals, shared by clinicians colleagues. The
group aims were to reach a consensus on “the routine
minimal test package” and on the used technology.
Furthermore, the additional tests required for research
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are considered.

The synovial fluid analysis provides also information
on the characteristics of the flogosis process, micro-
crystal and/or infective arthropathy. We learn if the
origin of the fluid is sore joint or not, a joint with a
bleeding process, a sepsis, a joint degeneration or a
trauma.

The joint more frequently aspirated is the knee. In some
situations, including abundant effusion or in case of
microcrystal arthropathy or infective arthopathy, the
arthrocentesis can be therapeutic.

There are indications on the sample collection for the
cytological exams, for the macroscopic study, for cry-
stals examination and identification polarized micro-
scope and for a possible microbiological exam.
Finally, we focus on the mandatory investigations to
performs on synovial fluid including macroscopically
investigations, the microscopic investigations, the mi-
crocrystal’s research and characterization and the mi-
crobiological reseatch.

Key words: sinovial tluid, guide lines, diagnosis.

Indicazioni cliniche

L’esame del liquido sinoviale ¢ una procedura dia-
gnostica, in alcuni casi di insostituibile valore, nella pra-
tica clinica di patologie dell’apparato locomotore.

Seppure non goda di larga diffusione, 'esame del
liquido sinoviale permette di definire una diagnosi ra-
pidamente, a basso costo ed in maniera inequivocabile
come nel caso di artropatie da microcristalli, senza ri-
correre ad ulteriori accertamenti diagnostici.

In numerosi altri casi ci indica la natura infiammato-
ria 0 meno del versamento articolare con una semplice
conta leucocitaria e di avanzare ipotesi di forme setti-
che che, in ogni caso, necessitano della conferma mi-
crobiologica'™.

Una conta leucocitaria inferiore alle 2000 cellule/mm?
si considera in genere di natura “non inflammatotria” e
si osserva con maggiore frequenza in patologie di tipo
degenerativo-artrosico; una cellularita supetiore a 2000/
mm’ depone per un quadro infiammatorio. Nel caso
in cui i leucociti superino i 50000/mm?® (con presenza
di polimorfonucleati neutrofili maggiore del 90%) vi ¢
forte sospetto di artrite settica’.

La presenza di cristalli evidenti per la birifrangenza al
microscopio a luce polatizzata permette la diagnosi di
artropatia gottosa (presenza di cristalli di urato mono-
sodico) e di condrocalcinosi/pseudogotta (presenza di
cristalli di pirofosfato di calcio)®’. Tuttavia, indipen-
dentemente dallo stimolo flogistico, la membrana si-
noviale produce liquido le cui caratteristiche sono spesso
sovrapponibili a quelle riscontrate in un quadro pato-
logico, non permettendo la definizione del processo
alla base della sinovite. In altre parole, da un esame di
routine non ¢ possibile distinguere le varie forme di
artriti ad eziologia non microctistallina®. In contrasto
alle informazioni suddette, 'analisi del liquido sinoviale
¢ spesso in grado di fornire elementi utili a fine dia-
gnostico/ terapeutico®.

Eseguire I'esame del liquido sinoviale piu volte nello
stesso paziente puo essere utile per valutare 'evoluzio-
ne della patologia articolare, oppure per verificare gli
effetti della terapia.

Studi sul controllo di qualita hanno dimostrato che
la mancata esecuzione dell’analisi del liquido sinoviale

potrebbe indurre ad una diagnosi erronea in una per-
centuale che oscilla tra il 20 e 25% dei pazienti con
versamenti acuti o cronici al ginocchio®’.

Alla luce di quanto detto, in molti casi 'esame del
liquido sinoviale ¢ potenzialmente diagnostico mentre
in altri risulta essere un’indicazione irtinunciabile da parte
del clinico nella diagnosi, prognosi e terapia delle ar-
tropatie.
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Artrocentesi

L’aspirazione di un versamento articolare da un’arti-
colazione tumefatta e/o dolente ¢ indicata nei pazienti
in cui non ¢ stato possibile effettuare diagnosi clinica o
in alternativa, per attenuare il dolore'*

I possibili rischi legati a tale tecnica sono molto bas-
si. Le possibilita di infezione da procedure intra-
articolari sono infatti comprese tra lo 0.002% e lo
0.007%**.

Non esistono controindicazioni all’artrocentesi, se non
infezioni intorno alla zona da infiltrare’.
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Procedura

a. materiale sterile, tranne i guanti, da sostituire ad ogni
artrocentesi

b. evitare di parlare durante la procedura

c. il paziente deve essere disteso e rilassato

d. anestesia eventualmente con spray di cloruro di etile
o xilocaina intradermica al 2%, spesso non necessa-
ria

e. aghi da utilizzare:
e anca: 1.3 x 45 mm (18 G x 1/'?)
* ginocchio: 0.90 x 40 mm (20 G x 1/'?)
* spalla e caviglia: 0.70 x 30 mm (22 G x /%
* piccole atticolazioni: 0.50 x 16 mm (25 G°)
* sottocute: 0.40 x 4 mm

Raccolta del campione

Per le analisi di routine, il liquido sinoviale, deve esse-
re suddiviso in tre provette, non necessariamente sterili
e in una quarta, obbligatoriamente sterile, se si voglio-
no effettuare esami microbiologici:

a. provetta contenente anticoagulante EDTA (esami
citologici)

b. provetta senza anticoagulante (vetrino a fresco e ca-
ratteri macroscopici)

c. provetta contenente eparina (esame dei cristalli)°.

11 liquido sinoviale proveniente da artrocentesi an-
drebbe analizzato entro le quattro ore dall’aspirazione;
si possono tollerare le ventiquattro ore se opportuna-
mente conservato a 4°C’.

Scheda con i dati del paziente

Nome, cognome, eta ed indirizzo del paziente:

* oraalla quale ¢ avvenuta lartrocentesi e quantita pre-
levata di liquido sinoviale

* provenienza, con nome del medico o della struttura

* articolazione interessata con diagnosi nota o sospet-
ta

* se cffettuate infiltrazioni precedenti e/o terapia in
atto

Tipi di indagini
Le indagini che si effettuano durante 'analisi di rou-
tine del liquido sinoviale sono le seguenti:

* indagini macroscopiche (caratteristiche chimico-fisi-
che)

* indagini microscopiche (citologia numerica e diffe-
renziale, ricerca microctristalli)

All’occorrenza, vengono richieste:

* indagine microbiologica (ricerca microrganismi), de-
terminazioni proteiche, determinazioni sostanze o
patticelle particolari®.
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Indagini Macroscopiche

Le caratteristiche chimico-fisiche del liquido sinovia-
le sono rappresentate da: quantita, colore, aspetto e
viscosita (Tab. I). Tali caratteristiche consentono una
prima valutazione della tipologia del liquido sinoviale
analizzato'.

Quantita

Fisiologicamente, una cavita articolare contiene da
0.1 2 4 ml di liquido sinoviale, in base al tipo di artico-
lazione ed alla variabilita soggettiva.

Quantita di liquido > 30 ml sono difficilmente ri-
scontrabili in liquidi non infiammatori anche di grandi
articolazioni; mentre, in caso di flogosi, possono esse-
re presenti anche volumi>di 100 ml**.

Colore
giallo tenue/paglierino
giallo citrino (flogistico)
bianco gesso (flogistico con cristalli)
giallo verdastro purulento (artrite settica)
rosso Vivo (emartro)

Alcune volte puo presentarsi un liquido sinoviale con
colorazione siero ematica (giallo-arancio), spesso do-
vuta a piccoli capillati colpiti durante I'artrocentesi>’.

(non flogistico)

Aspetto

Anche I'aspetto, come il colore, risulta legato al gra-
do di flogosi articolare. In condizioni fisiologiche, il
liquido sinoviale ha un aspetto trasparente, definito
chiaro o non inflammatorio.

Tale liquido, se immesso in una provetta di vetro
trasparente e quest’ultima posta tra 'osservatore ed un
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Tabella I. Riassuntiva dei caratteri macroscopici riscontrabili nei vari liquidi sinoviali.

Colore Aspetto

Viscosita

Liguido sinoviale

giallo chiaro trasparente

giallo chiaro o citrino lievemente torbido
giallo scuro torbido

Giallo-verdastro purulento o lattescente

conservata

moderatamente ridotta

non infiammatorio

moderatamente infiammatorio

ridotta francamente infiammatorio

variabile settico

foglio di carta stampata come riferimento, lo stesso
osservatore puo verificare le caratteristiche del liquido
sinoviale e giudicarlo limpido, lievemente torbido o
torbido. In generale, la flogosi presente nell’articola-
zione determina la torbidita del liquido sinoviale®.

Viscosita

Caratteristica chimico-fisica legata alle proprieta del-
I’acido ialuronico.

String test: (direttamente dalla siringa, verificare la lun-
ghezza del filamento prodotto dal liquido, oppure ef-
fettuare il test con pipetta pasteur utilizzando liquido
proveniente da provetta senza anticoagulante).

e filamento di 3-6 cm  (non infiammatorio, viscosita
mantenuta)

(infiammatorio, viscosita non
mantenuta)

(nei casi di artrite settica)

e filamento < 3 cm
e filamento > 6 cm

Mucin-test: a 5 ml di acido acetico al 5%, vengono
aggiunti 500 pl di liquido da analizzare.

Un liquido sinoviale non infiammatorio risultera con
un coagulo di mucina compatto; in presenza di liquido
flogistico, il coagulo di mucina risultera molto fram-
mentato, propotzionalmente al grado di flogosi®. La
viscosita ¢ oggetto di numerosi studi che ne prospetta-
no un futuro impiego legato ai viscosimetri, quindi ad
una misurazione esatta, anche se attualmente non esi-
stono indicazioni in tal senso che possano essere di aiu-
to al clinico’.
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Indagini microscopiche

Le indagini microscopiche dell’esame del liquido si-
noviale comprendono: la conta dei leucociti, la for-
mula citologica delle cellule eventualmente presenti nel
liquido (analisi citologica da effettuare su liquido pro-
veniente da provetta con EDTA), osservazione del
preparato a fresco (ricerca dei cristalli e di tutte le par-
ticelle rilevabili utilizzando provetta senza anticoagu-
lante) e I'esame microbiologico (utilizzando provetta
sterile).

Conta dei leucociti

La conta dei leucociti nel liquido sinoviale ¢ 'elemento
discriminante per valutare gli stati infiammatori
e non'™*.

Per essere accurata, la conta dei leucociti dovrebbe
essere effettuata entro le due ore dall’artrocentesi, poi-
ché in tempi maggiori i leucociti potrebbero aggluti-
narsi. In liquidi sinoviali particolarmente viscosi puo
essere utilizzata la ialuronidasi (15 U/ml per 15 min a
30 °C), che diminuisce la viscosita e permette una mag-
glore maneggevolezza'*

Generalmente, la conta viene effettuata utilizzando
la camera di Burker o Thoma, aggiungendo alla fra-
zione di liquido un colorante come il blu di metilene in
opportuna diluizione (utilizzare diluizione campione/
colorante 1:20).

Lutilizzo del conta globuli potrebbe sembrare piu
rapido e maneggevole, ma la viscosita dei liquidi sino-
viali causa problematiche tecniche sino ad ora irrisolte.

Liquido Sinoviale fisiologico contiene da 50 a 200
cellule per mm’

Liquido Sinoviale patologico puo contenere 400-
75000 cellule per mm?
non infiammatorio < 2000 cellule per mm’
infiammatorio 2000 — 50000 cellule per mm’
potenzialmente infetto > 50000 cellule per mm’

Formula cellulare

La formula cellulare prevede un’analisi citologica ese-
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Tabella IT. Misura, morfologia e birifrangenza dei cristalli riscontrabili in liquidi sinoviali.

Cristalli Misura (Um) Morfologia Birifrangenza Patologie
urato monosodico 2-20 aghiformi bastoncino negativa Gotta
intensa acuta o cronica
pirofosfato di calcio 2-10 romboidali positiva Pseudogotta o
bastoncino debole Condrocalcinosi
apatite 5-20 rotondi nessuna Calcificazione
irregolari periarticolare
colesterolo 10-80 rettangola negativa o positiva Versamenti
riquadrati reumatoidi cronici
liquidi lipidici 2-8 croce di Malta positiva Borsite, artrite acuta
intensa
ossalato di calcio 2-10 bipiramidali positiva intensa Ossalosi primaria,
polimorfi o debole secondaria
fosfolipasi 17-25 bipiramidali positiva e negativa Sinovite eosinofila
o Charcot-Leyden esagonali
immunoglobuline 3-60 polimorfi: positiva e negativa Crioglobulinemia,
bastoncini, Mieloma multiplo

poligonali, quadrati

guita mediante preparazione di un vetrino (striscio o
citocentrifugato) e colorazione dello stesso, per verifi-
care in maniera differenziale la cellularita del liquido
analizzato, che potrebbe risultare importante in parti-
colari patologie'*.

I vetrini vengono generalmente preparati utilizzando
le colorazioni di May Grunwald Giemsa e Diff Quick.
Citotipi presenti in un liquido sinoviale fisiologico:

- cellule mononucleate e sinoviociti, in numero < 200
cellule per mm’
Citotipi presenti in un liquido sinoviale patologico:
- leucociti e sinoviociti, oltre a cellule particolari, la
maggior parte delle quali non importanti al fine dia-
gnostico.

Esempi di citotipi presenti in un liquido sinoviale
patologico:

ry TRMT @

NIt

Leucociti presenti in liquido sinoviale patologico.
Colorazione Diff Quick. Microscopia ottica 40x.

Preparato a fresco

Una goccia di liquido sinoviale posta in un vetrino
pulito viene coperta con un vetrino coprioggetto e

Sinoviocita multinucleato.
Microscopia ottica 100x

quindi esaminata a fresco con microscopio ottico a
luce polarizzata e compensata utilizzando obiettivo 40x.
Tale metodica permette di rilevare la presenza di cellu-
le (anche se non distinguibili, perché non colorate), cri-
stalli, inclusioni citoplasmatiche, fibrille, frammenti di
cartilagine e villi sinoviali'>.

- Cristalli

Losservazione del vetrino a fresco con microscopia
ottica polarizzata e compensata permette la rilevazio-
ne di eventuali cristalli presenti nel liquido sinoviale,
determinati per misura, morfologia e segni di birifran-
genza (Tab. II)465,

Cristalli di apatite ed altri cristalli di fosfato basico di
calcio sono evidenziati come microsferule non birifran-
genti o blocchi pleomortfi che, pero, si colorano con
rosso di alizarina S, che silega al calcio presente in que-
ste strutture cristalline’.

- Fibrille, frammenti di cartilagine, villi sinoviali ed altre
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Esempi di quadri microscopici in luce polarizzata e compensata di alcune tipologie cristalline.

Cristalli di colesterolo.
Microscopia ottica 40x

Cristalli di pirofosfato di calcio.
Microscopia ottica 40x.

particelle

Nei preparati a fresco, ¢ possibile verificare la pre-
senza di fibrina, fibre di collagene, villi sinoviali, fram-
menti di cartilagine, frammenti amiloidi, granuli ori-
zoidei (corpuscoli di origine sinoviale), gocce di grasso
o corpi estranei; ¢ possibile osservare anche diversi ar-
tefatti, che sono di probabile origine vetrosa o di pla-
stica'.
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Indagine Microbiologica

La ricerca di microrganismi ¢ una importante inda-
gine da potersi effettuare sul liquido sinoviale. Shmer-
ling nel 1994 sostiene che la “best reason” per eseguire
un’artrocentesi sia la diagnosi di una infezione': una
positivita alla colorazione gram puo infatti indirizzare
ad una terapia ragionata in brevissimo tempo, la posi-
tivita di una coltura permette una diagnosi, una scelta
terapeutica rende possibile monitorare la terapia ed il
decotso patologico con un secondo prelievo®
* Lo Staphylococcus aureus ¢ il piu comune agente

infettivo’, seguito dagli Streptococcus spp., sebbene

in alcuni studi si evidenzi un’alta presenza di Strepto-
coccus pneumoniae®. Streptococcus pyogenenes ¢
spesso associato a malattie autoimmuni, infezioni
croniche della cute o traumi.

* I bacilli gram negativi sono responsabili in circa il 10-

20% det casi, i pitt comuni sono Pseudomonas aeru-

ginosa ed Escherichia coli’.
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Esempi di quadri microscopici di agenti infettivi.

Staphilococcus aureus.
Microscopia ottica 100x.

Streptococcus spp.
Microscopia ottica 100x.

* Batteri anaerobi sono isolati in una piccola percen-
tuale di casi, di solito in pazienti diabetici o con pro-
tesi articolari. Approssimativamente il 10% di casi di
artrite settica non gonococcica presentano un’infe-
zione polimicrobica.

Haemophilus influenzae, Neisseria gonorrhoea, S.

aureus e streptococchi di gruppo A sono i pitt comu-

ni responsabili nella popolazione in eta pediatrica®.

* Nelle protesi articolari, visto I'incremento del loro
utilizzo, si possono manifestare:

- infezione precoce (fino a 3 mesi dall’intervento), pro-
babile infezione chirurgica, Staphilococcus epidermi-
dis risulta il microrganismo piu frequente.

- infezione tardiva, di solito ematogena, S. aureus ¢ il

maggior responsabile’.

Infezioni da micobatteri o funghi, sono possibili in

fenomeni di artrite cronica monoarticolare con un

aumento della prevalenza significativa in pazienti con

HIV®.

Metodiche microscopiche e colturali

I appropriato richiedere immediatamente 'esame
microbiologico™ nel caso in cui esista clinicamente il
sospetto di un’infezione su di un’articolazione e, una
volta effettuata 'artrocentesi, il liquido risulti di colore

RIMeL / IJLaM 2008; 4
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Pseudomonas aeruginosa.
Microscopia ottica 100x.
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Hscherichia Coli.
Microscopia ottica 100x.

giallo-verdastro, torbido, con un numero di cellule su-
periore alle 50000/mm?.

- Colorazione di gram

Rapidamente eseguibile, sensibile nelle forme non
gonococciche (50-75%), mentre la sensibilita scende al
10% nelle forme gonococciche, specificita molto alta.
Tale test positivo, pud evidenziare infezione anche con
successiva coltura negativa'’.

- Metodiche colturali convengionali

I metodi colturali standard prevedono l'utilizzo di
terreni di coltura in piastra con o senza un terreno li-
quido di arricchimento' ™.

- Metodiche che utilizzano terreni per emocolture

Tali procedure prevedono I'inoculo diretto di ab-
bondanti aliquote di liquido sinoviale in flaconi di col-
tura utilizzati solitamente per il sangue. I metodi di col-
tura tradizionali sono stati comparati a queste nuove
procedure e sono tisultati meno sensibili’**%.
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Indagini particolari

Qualsiasi analisi biochimica come il dosaggio di pro-
teine, del complemento, o di componenti enzimatici
puo essere eseguita sul liquido posto in una provetta
comune, ma questi studi hanno solo un valore limitato
nella diagnosi differenziale delle artriti o in casi clinici
particolari. Rivestono pero un valore apprezzabile per
quanto riguarda la ricerca.
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