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Resumen

Introduccion: El recuento celular, el analisis de cristales y el estudio microbiologico del liquido
sinovial (LS), son piezas claves en el diagnostico y manejo del derrame articular pues conducen
a decisiones clinicas y terapéuticas. El analisis de cristales suele realizarse en campo claro y
con luz polarizada compensada (LPC). Depende de la experiencia del examinador y del nUmero
de cristales presentes. Para aumentar el rendimiento, se puede analizar el sedimento tras
centrifugacion. Hay autores que sugieren que la maduracion in vitro de los cristales facilita
su identificacion tras 24 horas de la extraccion. Otros sugieren que dicha demora deteriora la
muestra. Nuestro objetivo es valorar si el re-examen del LS a las 24 horas puede aumentar el
rendimiento diagnostico para cristales.

Material y métodos: Se analizaron durante 4 meses las muestras de LS remitidas para su analisis
con LP y microscopia de campo claro; se realizo reevaluacion a las 24 horas en todos los casos
posibles.

Resultados: Recibimos 174 LS, de los cuales 138 (79,3%) fueron negativos para el primer analisis
y 36 positivos. En 84 casos (60,8%) se pudo realizar una evaluacion a las 24 horas. En 10 casos
(11,9%) se observaron cristales que no habian sido vistos en el primer analisis. Siempre se trato
de cristales de pirofosfato calcico dihidratado. El incremento de muestras positivas tras el
segundo examen fue de un 27,8% (IC 95%: 13,1-42,4).

Conclusion: El reanalisis de cristales en LS a las 24 horas debe considerarse en los casos de
sospecha de artropatia microcristalina con primer examen negativo.

© 2011 AEBM, AEFA y SEQC. Publicado por Elsevier Espafa, S.L. Todos los derechos reservados.

Reassessment of crystals in synovial fluid: Is it helpful?

Abstract

Background: White blood cell counts, analysis of crystals in synovial fluid (SF) and microbio-
logical studies are key measurements in the diagnosis and management of joint effusion. The
results may lead to clinical and therapeutic decisions. The diagnosis of crystals in SF, usually
performed by examination with compensated polarised light microscopy (PL), is not easy. It
depends on the experience of the examiner and amount of crystals in the sample, which is
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sometimes very small. In order to increase the performance, analysis may be performed on the
sediment after centrifugation. Some authors suggest that due to in vitro maturation of crystals,
they can be more easily identified 24 hours after extraction. Others suggest that the sample
deteriorates. We question whether re-examination of SF can increase the diagnostic yield of
this test.

Methods: Over a 4 month period we analysed crystals in SF received in the laboratory using
a PL and ordinary light microscopy. Where this was possible, the SF was examined again after
24 hours.

Results: We received 174 SF; 138 (79.3%) were negative for the first analysis. In 84 cases (60.8%)
a re-evaluation could be made after 24 hours by trained staff. In 10 cases (11.9%) crystals that
had not been seen previously became apparent. In all cases they were calcium pyrophosphate
dihydrate crystals. The number of positive fluids increased by 27.8% (95% Cl: 13.1-42.4) after a
second assay.

Conclusions: The re-analysis of crystals in SF at 24 hours should be considered in cases of high

suspicion of microcrystalline arthropathy when the first test is negative.
© 2011 AEBM, AEFA y SEQC. Published by Elsevier Espana, S.L. All rights reserved.

Introduccion

El estudio del liquido sinovial (LS) es una pieza clave en
el diagnodstico de las artritis microcristalinas'™, que debe
llevarse a cabo por personal especialmente formado para
ello®3~7. Su examen, con microscopio de luz ordinaria (MO) y
con luz polarizada compensada (LPC), permite el diagnostico
y seguimiento de enfermedades como la gota, producida por
depdsito de cristales de urato monosddico (UM), o la condro-
calcinosis, originada por depdsito de cristales de pirofosfato
calcico dihidratado (PFC)3>“. La deteccion de cristales de
UM es mas sencilla. Aparecen en forma de agujas y, con
LPC, siempre presentan intensa birrefringencia con elonga-
cion negativa. Por el contrario, los cristales de PFC son mas
dificiles de identificar?32. Se presentan en forma de parale-
lepipedos y bastones, que pueden o no ser birrefringentes.
Si lo son, mostraran elongacion positiva. Otros tipos de cris-
tales son, o menos frecuentes como los de oxalato calcico,
o mas frecuentes, aunque dificiles de identificar, como los
cristales basicos de calcio®.

No observar cristales en un LS no descarta la existen-
cia de enfermedad por microcristales. En la literatura se
encuentran datos contradictorios sobre la llamada madura-
cion in vitro de cristales del LS. Algunos estudios'® afirman
que tras 24 horas de la toma de muestra, conservada a
4°C, se observan mas cantidad de cristales (tanto de UM
como de PFC) que en la primera revision del liquido. Se
reproduciria in vitro un proceso similar al de la madura-
cion in vivo de los cristales''. Otros autores sugieren que
el almacenamiento del LS en estas condiciones conduce a
la degeneracion paulatina de los cristales*. McGill et al'?,
tras un estudio prolongado durante 8 semanas, constatan
una disminucion no significativa en la cantidad de cristales
observados. Galvez et al'3, realizaron un estudio en el que se
revisaron los LS a las 24 y 72 horas, y a los dos meses. Este
grupo no encontr6 diferencias en las primeras revisiones,
mientras que a los dos meses, observaron un aumento del
numero de cristales extracelulares de UM, y una disminucion
de cristales intracelulares de PFC.

El objetivo de este trabajo es comprobar si el examen
24 horas después de la recepcion de la muestra, permite
aumentar el porcentaje de muestras positivas para cristales

en liquidos sinoviales, que previamente fueron considerados
como negativos.

Material y métodos

El estudio se realizd sobre las muestras de LS recibidas
para analisis entre el 19 de julio y el 15 de noviembre de
2010. Se recogi6 la edad y sexo de cada paciente. Los LS
fueron examinados de modo habitual, realizando, ademas
de otras determinaciones, recuento en camara de Fuchs-
Rosenthal, estimacion del porcentaje de polimorfonucleares
mediante tincién rapida con violeta de metilo, y examen
de cristales tanto a MO como con LPC indistintamente por
dos examinadores expertos. Las muestras se almacenaron,
una vez analizadas y centrifugadas, a 2-8°C durante 24
horas, momento en que volvi6 a realizarse un nuevo exa-
men para cristales del sedimento de las muestras que habian
sido negativas, siempre que fue posible. Todos los procedi-
mientos realizados para este estudio cumplieron las normas
éticas del centro.

Analisis estadistico

La edady el recuento de leucocitos se describen como media
e intervalo de confianza del 95% (IC 95%). El analisis de las
diferencias se realizo mediante la t de Student. El sexo, los
polimorfonucleares y la presencia de cristales en el LS fueron
descritos con su porcentaje y el IC 95% del porcentaje. Su
analisis estadistico se efectud con la prueba de la ¥%. La
significacion estadistica fue establecida en p<0,05. Todos
los calculos se realizaron con el paquete estadistico SPSS
15.0 (Chicago, USA).

Resultados

En el periodo de tiempo del estudio se recibieron 174
liquidos sinoviales para examen, correspondientes a una
poblacion formada por 70 hombres (40,2%; IC 95%: 32,9-
47,5) y 104 mujeres (59,8%; IC 95%: 52,5-67,1) con edad
media de 60,1 anos (IC 95%: 57,5-62,8). De ellos, 36 fueron
positivos en el primer examen (tabla 1). Los positivos
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Tabla 1 Resumen de resultados del primer analisis (N =174)
Positivos Negativos Significacion
N =36 (20,7%) N =138 (79,3%)
IC 95%: 14,7-26,7 IC 95%: 73,3-85,3
Edad media (afos) (IC 95%) 66,9 (62,8-71) 58,4 (55-61,5) p=0,01
Mujeres % (IC 95%) 52,8 (36,5-69,1) 61,2 (53-69,2) ns
Leucocitos (10%/L) (IC 95%) 13,1 (5,5-20,7) 4,6 (2,5-6,7) p=0,003
PMN (%) (IC 95%) 60,5 (44,2-76,7) 44,3 (36,4-52,3) ns (p=0,06)

Cristales UM (%) (IC 95%)
Cristales PFC (%) (IC 95%)

33,3 (17,9-48,7)
66,7 (51,3-82,1)

IC 95%: intervalo de confianza del 95%; PFC: pirofosfato calcico; PMN: polimorfonucleares; UM: urato monosaddico.

correspondieron a 27 pacientes. Siete pacientes fueron ana-
lizados 16 veces, bien por remitirse varias muestras en un
mismo episodio, o por tratarse de varios episodios dife-
rentes. La concordancia entre los dos examinadores que
estudiaron indistintamente las muestras, fue del 100%, tanto
para cristales de UM (n=6) como de PFC (n=10).

En 54 casos, de los 138 LS negativos en el primer exa-
men, no pudo realizarse el segundo examen, por muestra
insuficiente o por falta de examinadores experimentados.
En 84 casos se reevalud el LS (tabla 2) observando 10 casos
positivos. Estos 10 nuevos casos encontrados en el segundo
examen, supondrian un 26,4% de positivos de entre todos los
liquidos analizados (36 + 10), e implican un incremento del
27,8% en el nUmero de LS positivos para cristales. Todos los
cristales observados fueron de PFC, aunque en 8 casos en
pequeno numero, es decir, solo visibles en algunos campos.

El incremento de muestras positivas tras el segundo exa-
men fue del 27,8% (IC 95%: 13,1-42,4) es decir, el nUmero
de positivos aumentd de 36 a 46.

Discusion

Nuestros hallazgos muestran que un segundo examen del LS
a las 24 h de recibir la muestra, incrementa el rendimiento
diagnostico casi un 30% (10 positivos mas, frente a 36 ini-
ciales). La frecuencia de PFC aumenta con la edad® y se
cree que la presencia de cristales basicos de calcio existe
hasta en el 60% de los LS®. Por esta razon, es logico que
la mayor parte de los cristales observados lo sean de PFC.
Sin embargo, su frecuencia suele ser subestimada, posible-
mente por su dificultad para ser detectados ya que solo un

20% de éstos son birrefingentes'"*7-'4, En nuestro caso, la
poblacion con cristales en el primer examen tenia una edad
significativamente mayor (tabla 1). Curiosamente, la edad
media de los positivos en el segundo examen presenta una
clara tendencia a ser menor en los positivos. No sabemos
cual puede ser la explicacion de este hallazgo.

El recuento celular fue significativamente mayor en
el grupo de pacientes con cristales, lo cual refuerza la
asociacién entre artropatia microcristalina e inflamacion
articular“. En el segundo examen, sin embargo, no existe
diferencia significativa en el recuento celular en ambos
grupos, posiblemente debido al tamano de la muestra,
aunque se observa una tendencia clara a presentar recuen-
tos superiores en el grupo de positivos con predominio
de PMN.

Podriamos pensar que la utilidad del examen para cris-
tales en LS tiene valor solo en el caso de articulaciones
inflamadas. De hecho, para algunos cristales, como los
basicos de calcio, existen opiniones contradictorias?®. En
general se subraya la importancia de este analisis en
toda artropatia no diagnosticada®“, aunque se detecten
en muy escasa cantidad y en liquidos no inflamatorios
(menos de 3 x 10° leucocitos/L)". Su presencia en estos Ulti-
mos puede indicar la existencia de inflamacion subclinica’
que, unida a otros hallazgos radioldgicos o clinicos, puede
constituir una clave diagnostica y modificar la actitud
terapéutica?.

El correcto analisis de cristales requiere un examen
primero en campo claro, y luego con luz polarizada
compensada’3“4. La microscopia de contraste de fases
también puede ser util®. El tamafo, entre 1-20 um para
PFC y entre 2-30 um para UM?, puede justificar que en

Tabla 2 Resumen de resultados del segundo analisis (a las 24 horas) de cristales en liquido sinovial N =84
Positivos Negativos Significacion
N=10 (11,9%) N =74 (88,1%)
IC 95%: 5-18,8 IC 95%: 81,2-95
Edad media (anos) (IC 95%) 45,2 (31,4-59) 58,1 (53,5-62,6) ns p=0,05
Mujeres % (IC 95%) 50 (19-81) 64,9 (54-75,7) ns
Leucocitos (10°/L) (IC 95%) 7,1 (0,7-13,4) 3,5 (1,4-5,5) ns
PMN (%) (IC 95%) 62,8 (32,6-92,9) 37,1 (26,4-47,7) ns (p=0,05)

Cristales UM (%) (IC 95%) 0
Cristales PFC (%) (IC 95%) 100

IC 95%: intervalo de confianza del 95%; PFC: pirofosfato calcico; PMN: polimorfonucleares; UM: urato monosodico.
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ocasiones, no sean vistos durante el primer examen?. Sin
embargo, algunos autores creen que al igual que ocurre
in vivo con los cristales, puede producirse una maduracion
in vitro de los mismos'"'3,

Nuestros resultados concuerdan con los obtenidos por
Yuan et al en su estudio'', que pasan de 23 positivos ini-
ciales a 30 tras el segundo examen a las 24 horas (30,4%). Es
interesante que, en nuestro caso, todos los cristales detec-
tados fueron de PFC, mientras que Yuan et al, detectan mas
de 50% de UM. Esta diferencia en la distribucion del tipo
de cristales observados puede tener relacion con la mayor
dificultad para observar los de PFC.

Es tentador afirmar que se produce maduracién in vitro
de los cristales, pero existen otras razones que pueden justi-
ficar el aumento significativo del porcentaje de positivos en
el analisis repetido a las 24 horas, ya que el procedimiento
supone un tiempo doble de observacion de la muestray, en la
mayoria de los casos, este segundo analisis se realiza sobre
el sedimento’3. Cualquiera de estos dos factores puede
aumentar el rendimiento del estudio ya que al tratarse
de cristales pequenos y frecuentemente no birrefringentes,
pueden no haber sido vistos en el primer examen. De hecho,
en 8 de los 10 positivos, el niUmero de cristales observados
a las 24 horas fue escaso.

Los resultados obtenidos nos hacen reflexionar sobre la
importancia de prolongar el tiempo dedicado al examen de
cristales. Incluso con personal entrenado, es posible que en
un primer analisis no se detecten todas las muestras positi-
vas, especialmente si los cristales son de PFC.

Las limitaciones de nuestro estudio son varias. En primer
lugar el pequeno tamano global de la muestra no permite
generalizar sus observaciones. Por otro lado, aunque nuestra
concordancia es elevada, es cierto que uno de los examina-
dores formo al otro, por lo que los errores en identificacion
podrian haberse transmitido entre ellos. Pese a todo, la vali-
dez de la formacion viene avalada por la validacion clinica
de los resultados informados en mas de 10 afos. En nuestro
caso, el numero de liquidos sinoviales remitidos al labora-
torio para examen es muy superior al descrito por algunos
autores (1-3, 9/mes)™.

Como conclusion, creemos que es conveniente realizar la
reevaluacion a las 24 horas de la extraccion del liquido, tal
y como se ha procedido en este estudio, si en una primera
observacion presentan un resultado negativo. También
es adecuado realizar este analisis de cristales sobre el

sedimento de la muestra'3, con especial atencién en los
casos de alta sospecha de artropatia microcristalina.
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