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Abstrakt

Identifikationen av natriumuratkristaller och kalciumpyrofosfat i synovialvatska ar
diagnostiserande for gikt och CPPD. Det har diskuterats 6ver huruvida analystekniken &r
den bdsta for diagnostisering av kristallartrit, eftersom analyskansligheten varierar
beroende pa analyserarens kunskap och erfarenhet samt pa den skolningen som

analyseraren har fatt i amnet.

Examensarbetet handlar om kristallerna i synovialvatska och identifiering av dessa pa ett
korrekt satt. Examensarbetes syfte ar att utveckla en arbetsbeskrivning for laboratoriet pa
Vasa centralsjukhus, for att fler av personalen ska kunna analysera kristallerna. | och med
att kunnigheten och erfarenheten bland laboratoriepersonalen okar forkortas svarstiden

och patienten far snabbare vard.

Arbetet ar gjort som en litteraturoversikt dar framst vetenskapliga artiklar och studier har
anvants och utifrdan den litteratur har en arbetsbeskrivning utvecklats. |
arbetsbeskrivningen har tagits med ett steg som hittills inte anvants pa Vasa
centralsjukhus, namligen centrifugeringen av synovialvatskan innan analyseringen.

Centrifugeringen Okar antalet kristaller i den mangd synovialvatska som analyseras.

Sprak: Svenska Nyckelord: kristall, synovialvatska, ledvatska, natriumurat,
kalciumpyrofosfat, polarisationsmikroskop
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Tiivistelma

Natriumuraattikiteiden ja kalsiumpyrofosfaattikiteiden tunnistaminen nivelnesteessa on
diagnostinen 10ydos kihdille seka pseudokihdille. Analyysitekniikan luotettavuudesta
kideartriitin diagnosoimisessa on keskusteltu, silla tutkimusherkkyys vaihtelee riippuen
analysoijan osaamisesta, kokemuksesta seka siita koulutuksesta, jonka analysoija on

aiheesta saanut.

Tama opinndytetyo kasittelee nivelnesteen kiteita seka niiden oikeaa tunnistamista.
Opinndytetyon tavoite on kehittaa tyoohje Vaasan keskussairaalan laboratorioon, jotta
useampi laboratorion henkilokunnasta voisi analysoida kiteet. Laboratoriohenkilékunnan
lisadntyvan osaamisen seka kokemuksen myota vastausaika lyhentyy ja potilas saa hoitoa

nopeammin.

Tyo on tehty kirjallisuuskatsauksena, kayttden padasiassa tieteellisia kirjoituksia seka
tutkimuksia. Kirjallisuuden perusteella tyoohje on kehitetty. Tydohjeeseen on lisatty
vaihe, jota tahan saakka ei ole kdytetta Vaasan keskussairaalan laboratoriossa, nimittdin
nivelnesteen sentrifugointi ennen analysointia. Sentrifugointi lisaa kiteiden maaraa siina

nivelnesteessa, jota analysoidaan.

Kieli: Ruotsi Avainsanat: kide, nivelneste, polarisaatiomikroskooppi,
natriumuraatti, kalsiumpyrofosfaatti
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Abstract

The identification of monosodium urate crystals and calcium pyrophosphate crystals in
synovial fluid is diagnostic for gout and calcium pyrophosphate deposition disease (CPPD).
It has been discussed whether the technique for analysing the crystals is the best
alternative, since the sensitivity varies depending on the analyser’s amount of knowledge
and experience but also on the practice the analyser has got in the matter.

This thesis is about the crystals in synovial fluid and how to identify these correctly. The
aim of this thesis is to develop an instruction of how to analyse the crystals to be used at
the laboratory at Vaasa central hospital. With this instruction the amount of personnel
capable of analysing the crystals increase and thus the amount of time analysing the
samples decreases, and the patient receives treatment faster.

This thesis is made as a literature review, using mostly scientific articles and studies. The
instruction was made based on this literature. A section of the instruction, previously not
included in crystal identification at Vaasa central hospital, was added. This section being
the centrifugation of the sample before analysing. Centrifugation of the sample increases
the amount of crystals in the synovial fluid analysed.

Language: Swedish Key words: crystals, monosodium urate, calcium
pyrophosphate, synovial fluid, polarizing microscope
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1 Introduktion

Identifikation av natriumuratkristaller och kalciumpyrofosfatkristaller i synovialvétska taget
ur inflammerade leder &r diagnostiserande for gikt och CPPD (calcium pyrophosphate
deposition disease, tidigare k&nt som pseudogikt). Kristallerna har olika
dubbelbrytningskaraktér och de analyseras under polarisationsmikroskop. Flera studier har
visat att identifieringen av kristallerna inte ar konsekvent bland laboratoriepersonalen. Detta
forklaras med att tekniken for analys kanske inte ar tillrackligt bra eller
laboratoriepersonalens felbedomning, som da kan bero pa personalens bristande skolning
for kristallanalys. (Lumbreras, et al., 2005).

Natriumuratkristallerna i synovialvatska fran giktpatienter med akut artrit, identifierades
under ljusmikroskop forst av Joseph Hollander, och senare 1961 under
polarisationsmikroskop av Daniel McCarty. Kalciumpyrofosfatkristallerna upptacktes av
Daniel McCarty, nar han undersokte synovialvatska fran patienter med misstankt gikt.
(Pasqual, et al., 2011).

Kristallanalys ur synovialvatska har sedan dess introduktion fatt lite uppmarksamhet och
proceduren  har  hallits relativt oforandrad. Det storsta problemet med
kristallartritdiagnostisering ar att analyseringen av synovialvétska ofta forbises. Detta
eftersom dessa sjukdomar &r valkdnda sedan antiken och man fortsdttningsvis ofta
diagnostiserar utgaende fran endast kliniska symtom. Inom reumatologin anses nu
kristallidentifiering ur synovialvatska som vasentligt, bade av American College of
Rheumatology och av European Union of Medical Specialists (EUMS). (Pasqual, et al.,
2011).

Ett ledpunktatprov kan innehalla en hel del olika kristaller och detta leder ofta till olika
sorters felbedémningar; falskt negativa, falskt positiva och fel klassificering av kristallerna.
Detta tyder pa att tekniken som anvénds vid beddmning av synovialvatska har sina brister.
Punktatproven kan ha lag koncentration av kristaller vilket forklarar falskt negativa svar.
Falskt positiva kan bero pa att den som analyserar provet klassificerar artefakter som
natriumuratkristaller eller kalciumpyrofosfatkristaller, detta ar da en fraga om
yrkesskicklighet mer &n brister i tekniken. Ofta &r det kalciumpyrofosfatkristallerna som
staller till med problem, jamfort med natriumuratkristaller (Boumans, et al., 2017).
Tillforlitligheten gar att atgarda med ett bra mikroskop, skolning for dem som kommer

analysera punktatproven samt 6vning med hjalp av kvalitetskontroller. An sd lange &r
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polarisationsmikroskop det enda praktiska séttet att analysera kristaller i synovialvatska.
(Pasqual, et al., 2011; Dieppe & Swan, 1999). Aven pa Vasa centralsjukhus &r det
polarisationsmikroskop som anvands vid analysering av kristaller i synovialvétska. Detta
arbete kommer utmynna i en arbetsbeskrivning for undersokningen Sy-Kide-O (2055) for

att sedan finnas till hands vid polarisationsmikroskopet i Vasa centralsjukhus laboratorium.



2 Syfte och fragestallning

Syftet med detta arbete &r att gora en litteraturstudie angaende kristaller i synovialvatska.
Med resultatet fran den litteratur som kommer anvandas gors en kort arbetsbeskrivning som
kan anvéndas bredvid mikroskopet i urinlaboratoriet dar provet av synovialvatska ska

analyseras, for att hjalpa bioanalytikerna vid beddmning av synovialvatskan.

Just nu ar det fa bioanalytiker och laboratorieskotare som vet hur provet av synovialvatska
ska beddmas. Med béttre kunskap kunde fler bedéma synovialvatskan och svarstiden kunde
forkortas, vilket leder till fortare vard for patienter hos vilka kristaller i synovialvétskan

uppkommit.

Examensarbetet kommer att ta stallning till vad som klassas som ett positivt fynd. Det
kommer att ta stallning till hur manga kristaller som ska finnas i provet for att det ska klassas
som positivt fynd. Vidare kommer arbetet &ven ta stéllning till vilka kristalltyper som
associeras till gikt och vilka som réknas till CPPD. Forutom detta ska arbetet svara pa om
det finns andra kristaller som liknar de som ar diagnostiserande for gikt och CPPD och som

inte ska rdknas som positivt fynd.

3 Metod och genomfdrande

Detta arbete ar gjort som en systematisk litteratursokning genom att l&sa vetenskapliga
artiklar och olika vetenskapliga studier inom omradet. Kallor som anvants ar skrivna pa
svenska, finska och engelska. De flesta kllor ar fran 2000-talet med undantag av nagra fran
sent 1980-tal och 1990-tal. Metoderna for analyseringen av synovialvétska ar den samma i
alla kallor, d.v.s. med mikroskop. Databaser som jag har sokt kéllor fran ar PubMed, Google

Scholar, Elsevier, PMC, BMJ. Jag har daven anvant mig av sokmotorerna Google och Bing.

Sokord som anvants &r: gikt, pseudogikt, urinsyra, giktkristaller, ledvétska, synovialvatska,
natriumurat, kalciumpyrofosfat, gout, crystals, synovial fluid, monosodium urate, calcium
pyrophosphate, CPPD, pseudogout, kihti, valekihti, pseudokihti, nivelneste, kihtikide,
hyperurikemia, joint fluid samt olika kombinationer av dessa sokord.

Vissa sokord ensamma dr inte tillrackligt specifika vilket ger ett stort antal traffar, och
behovde specificeras, da med tillaggsord eller genom att byta ordning pa sokorden. Sokordet

”synovial fluid” till exempel &r ett brett sokord vilket dven syns i traffarna i PubMed.
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Tréaffarna med detta sékord ar tiotusental. FOr att begransa tréffarna valdes att endast visa
artiklar som kunde ldsas gratis i sin helhet, d.v.s. ”free full text”. Traffarna blev nu tusental,
vilket &r en minskning men fortfarande for stort antal traffar. FOr att vidare begrénsa och
hitta artiklar som har att géra med kristaller 1 synovialvitska lades ordet “crystals” till efter
”synovial fluid”. Detta ger ett hundratal artiklar som kan l&sas i sin helhet. Som vidare
begransning valdes att endast visa artiklar med synovialvétska i manniskan, som da ger ett
antal farre artiklar. Manga av artiklarna behandlar andra analyseringsmetoder av kristaller i
synovialvatska, sd som datortomografi eller elektronmikroskop. Ett stort antal artiklar
behandlade leukocyterna i synovialvétskan, trots sokordet “crystals”. Manga artiklar hade

engelsk rubrik men sjalva innehallet var pa ett annat sprak.

Sokord som “synovial fluid crystals” gav olika resultat beroende pa vilken sokmotor som
anvandes, vilket kunde utnyttjas for att hitta fler artiklar att anvéndas i arbetet. Ordningen
pa orden kunde vandas sa som “crystals synovial fluid”, och anvandning av dessa sokord i

olika sokmotorer gav olika resultat pa sokningen.



4 Teoretisk bakgrund

Den teoretiska bakgrunden i detta arbete behandlar sjukdomarna gikt och CPPD samt
orsakerna bakom dessa. Forutom detta forklaras kort synovialvétskan och dess egenskaper.
Vidare behandlas urinsyrans och kalciumpyrofosfatets kemiska egenskaper samt hur dessa
bildas. Har finns dven beskrivet hur polarisationsmikroskopet fungerar. Slutligen under
teoretisk bakgrund behandlas kristallerna i synovialvatska, uppdelat i natriumuratkristaller

och kalciumpyrofosfat samt sjalva undersékningen som arbetet handlar om.

4.1 Gikt och Calcium pyrophosphate disease (CPPD)

Gikt beror pa att urat, d.v.s. urinsyra, kristalliseras i leder och ibland &ven i andra vavnader.
Kristallerna orsakar en smértfylld inflammationsreaktion. Urat bildas ur puriner som en
produkt av amnesomsattningen. Urat som harstammar fran purin elimineras ur kroppen via
urinen. Vid for stor uratbildning i kroppen bildas gikt, och uratméngden kan métas genom
blodprov, P-Uraat. Endast férhojda uratnivaer i kroppen réacker inte for giktdiagnos, eftersom
manga har forhojda nivaer utan giktsymtom. En slutgiltig giktdiagnos far man genom att
under mikroskop leta efter giktkristaller i ledvétskan, som aspirerats ur den sjuka leden.
Manniskan kan fa for mycket urat genom fodan som en produkt av amnesomsattningen, urat
kan sluta utsondras i urinen, eller sa kan bildning av urat oka till foljd av olika
amnesomsattningsstorningar. Man har naturligt storre urathalt &n kvinnor, vilket &ven ses i
att fler man insjuknar i gikt. Forhdjd uratmangd leder inte alltid till gikt, men ju stérre méangd
desto oftare leder det till gikt. (Mustajoki, 2018).

Gikt forekommer som tidvis sjuka ledinflammationer, oftast i stortdleden. De bdrjar
plotsligt, oftast nattetid och smartan dkar inom ett halvt dygn. | samband med gikt kan det
forekomma mattlig feber. En nattlig giktattack beror ofta pa intag av en maltid som
innehaller mycket puriner, efter stort alkoholintag, eller efter fysisk anstrangning. | borjan
av sjukdomen haller besvaren i sig nagra dagar, men om sjukdomen upprepas blir besvaren
mer utdragna. Leden dar gikten finns &r rod och mycket 6m. Forutom stortaleden brukar gikt
visa sig ofta i knan och vrister. Vid obehandlad, langvarig gikt kan sjukdomen bli kronisk,
da forblir lederna uppsvallda och sjuka dven nar ett giktanfall inte haller pa. Det kan &ven
bildas sjuka bélder under huden. (Mustajoki, 2018).

Faktorer som paverkar uratnivaerna och leder till gikt ar manga. Alkohol gor att uratnivaerna
stiger, och 2—4 portioner alkohol dagligen fordubblar risken for gikt. Overvikt ar en annan

faktor, da sérskilt magfetma, eftersom detta ocksa okar bildningen av urat. Fododmnen som
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innehaller mycket puriner ar en viktig faktor nar det kommer till vad som orsakar gikt, sadana
fododmnen &r t.ex. lever, sardiner, stromming, broilerskinn, kaviar, kréftdjur, not-, gris-,
fagel- och viltkott, arter, bonor, svampar och sojaprodukter. Lakemedel sa som diuretika
minskar utséndringen av urat i urinen och ékar darmed risken for att insjukna i gikt, speciellt
hos aldringar. Personer som dricker mycket sotade drycker, bade med vanligt socker och
med fruktos, insjuknar oftare i gikt. Aven genetiken spelar en roll i insjuknandet i
sjukdomen. (Mustajoki, 2018).

Gikt kan, i farre an 10% av fallen, leda till ett kroniskt tillstand som utvecklas till tofus eller
tofi; ett tillstand dar natriumuratkristaller ses som en utfallning i huden (se figur 1) (Dehlin,
2018). Natriumuratkristallerna bildar da fasta avlagringar i leder, brosk, senor, ben och mjuk

vavnad (Newberry, et al., 2016).

Vid CPPD (tidigare pseudogikt) ar leden som insjuknar oftast knd, handled, axel, armbage
eller vrist. Symtomen &r de samma som vid gikt. (Rigsbee, et al., 2018). Kristallerna skiljer
sig beroende pa vilken sjukdom som det galler, vid gikt uppkommer natriumuratkristaller i
ledvétskan och vid CPPD uppkommer pyrofosfatkristaller (Julkunen, 2017). CPPD drabbar
man och kvinnor lika ofta och riskfaktorer for insjuknande ar framst aldern, men &ven
osteoartros, ledskador och ledoperationer medfor risk for insjuknande i CPPD. CPPD har
dven ett samband med metaboliska och endokrina sjukdomar, sa som hemokromatos (en
autosomalt recessiv jarnupplagringssjukdom som leder till for stor jarnupplagring), primar
hyperparatyreos (6kad inséndring av parathormon fran paratyreoideakortlar som leder till
hyperkalcemi, d.v.s. for stora varden kalcium) och hypomagnesemi (magnesiumbrist), men
deras patogena mekanismer (sjukdomsalstrande mekanismer) ar oklara. Patienter med dessa
sjukdomar har forhojd risk att utveckla CPPD. (lvory & Velazquez, 2012). Att sjukdomen
finns i familjen medfor dven risk for att sjalv insjukna i sjukdomen (Rigsbee, et al., 2018).
Andra sjukdomstillstand som tros ha ett samband med CPPD ar hypotyreos (for liten
produktion av tyroxin T4 och trijodtyronin T3), gikt och Wilsons sjukdom (autosomalt
recessiv sjukdom som ger for liten utsondring av koppar i gallan). Patienter med CPPD
utvecklar inte tofi. Patienter med CPPD har normala nivaer urat i plasma, férutom om

patienten har sjukdomen i samband med gikt eller hyperurikemi. (Ivory & Velazquez, 2012).



Figur 1: Tofi pa 6ra. Ett kroniskt tillstand dar det skett en utfallning av natriumuratkristaller i huden.
(Dehlin, 2018)

4.2 Synovialvatska

Synoviala leder anses vara de huvudsakliga funktionella lederna i kroppen. Ledkapseln
omges av fibros bindvav, som sitter fast i benen som omger kapseln. Ledkapseln &r fylld
med synovialvédtska som utsondras ut det synoviala membranet (synovium) som omger
insidan av ledkapseln. Hyalint brosk formar ledbrosket som tacker andorna pa benen.
Synoviala leder indelas i sex olika klassifikationer enligt vilken typ av rorelse de tillater.
(Juneja & Hubbard, 2018). Synovialvatska (&ven kallat ledvétska eller synovia) &r ett
transudat av plasma. Det ger naring at och smorjer ledbrosket. (Faryna & Goldenberg, 1990).
Ordet synovial harstammar fran grekiskans ord syn och ovum, som betyder “vitt dgg”.
Kristaller i synovialvatska uppkommer p.g.a. flera orsaker. Dessa kan enligt Judkins &
Cornbleet (1997) vara:

e Kiristallisering p.g.a. en forh4jd koncentration av ett amne i plasma, som ger en hdg

koncentration i leden

e Kiristallformation fran en degenerativ process i samband med ben- eller
broskkalcifiering

e Introducering av amnen sa som kortikosteroider direkt i leden.



4.3 Urinsyra

Urinsyra (CsHiN.O;) &r en heterocyklisk organisk forening med molekylmassan 168
Daltons. Flera enzymer ar inblandade i omvandlingen av de tva purinnukleinsyrorna, adenin
och guanin, till urinsyra. Adenosinmonofosfat (AMP) omvandlas till inosin genom tva
mekanismer; antingen genom att forst avlagsna en aminogrupp med hjélp av enzymet
deaminas och bilda inosinmonofosfat (IMP), f6ljt av defosforylering med nukleotidas for att
bilda inosin, eller genom att forst avldgsna en fosfatgrupp med hjalp av nukleotidas for att
bilda adenosin, foljt av deaminering for att bilda inosin. Guaninmonofosfat (GMP)
omvandlas till guanosin med hjalp av nukleotidas. Nukleotiderna inosin och guanosin
omvandlas vidare till purinbaserna hypoxantin och guanin med hjéalp av enzymet
purinnukleosidfosforylas (PNP). Hypoxantin oxideras och bildar xantin med hjalp av
xantinoxidas. Guanin deamineras och bildar xantin med hjélp av guanindeaminas. Xantin

oxideras an en gang och bildar den slutliga produkten urinsyra. (Jin, et al., 2012).

Adenin och guanin omvandlas till urinsyra

Adenosinmonofosfat (AMP) = deaminering = inosinmonofosfat (IMP) -
defosforylering = inosin

Eller

Adenosinmonofosfat (AMP) = defosforylering = adenosin >deaminering =
inosin

Inosin - defosforylering = hypoxantin

Hypoxantin = oxidering = xantin
Guaninmonofosfat (GMP) = deaminering = guanosin
Guanosin - defosforylering = guanin

Guanin = deaminering = xantin

Xantin - oxidering = Urinsyra

Fysiologiskt ar urinsyra en svag syra med syrakonstanten 5,8. Urinsyra existerar mest som

saltet av urinsyra; urat. Nar urinsyrakoncentrationen okar i blodet bildas kristaller. Urinsyran
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l6ser sig daligt i vatten och hos méanniskor ar koncentrationen av urinsyra i blod nara
vattenlosligheten pa 377,4 umol/l. Nar urinsyranivan stiger hogre an 377,4 umol/l bildas
kristaller av natriumurat som orsakar gikt. (Jin, et al., 2012).

Urat filtreras fritt i glomerulus men reabsorberas sa gott som fullstandigt till
blodcirkulationen genom proximala tubuli. Urat férsvinner ur ménniskokroppen framst
genom njurarna och den storsta delen sker genom aktiv utséndring genom tubulus.
(Julkunen & Konttinen, 2010).

4.4 Kalciumpyrofosfat

Kalciumpyrofosfat (Ca2P207) uppkommer vid férhdjda halter av oorganisk pyrofosfat (PPi).
Hydrolys av adenosintrifosfat (ATP) generar energi och bildar oorganisk pyrofosfat (PPi),
som samlas i broskets extraxcelluldra matrix. Nedbrytningen av PPi katalyseras av oorganisk
pyrofosfatas. Nybildning och nedbrytningen av PPi bor vara i balans for att uppratthalla
homeostas av dmnet. Forhojd produktion eller férsamrad nedbrytning av PPi i brosk gor att
overlopps PPi binder med kalcium och leder till utfallning av kalciumpyrofosfatkristaller i
ledvavnad. (Igbal, et al., 2019).

4.5 Polarisationsmikroskop

Polarisationsmikroskop anvands i kristallanalysering framst p.g.a. att dubbelbrytningen hos
kristallerna kan ses i polariserat ljus (Dieppe & Swan, 1999). Polarisationsmikroskop &r ett
standard mikroskop med tva polaroidfilter. Det ena filtret laggs ovanfor preparatet under
okularen och detta kallas analyseraren. Det andra filtret, som gar att rotera, laggs under
preparatet ovanfor ljuskallan och kallas for polariseraren. Bada filtren tillater ljus i endast en
riktning att passera. Om det undre filtret roteras sa att det ligger vinkelratt med det dvre
filtret, kommer ljuset som kommer genom polariseraren blockeras av analyseraren och
betraktaren ser ett morkt falt. Nar ett preparat innehallande kristaller laggs ovanfor
polariseraren kommer kristallen att bryta ljusvagen, vilket tillater ljuset att passera
analyseraren och kristallen syns da som ett skinande objekt mot en mork bakgrund (se figur
2). Ovanfor polariseraren 1aggs en s.k. rod kompensatorplatta (engelska: First-order red
compensator, finska: punalevy). (Judkins & Cornbleet, 1997). Den réda kompensatorplattan
adderar en vaglangd mellan den ordindra och den extraordinara ljusstralen som passerar
genom kompensatorplattan, nar det dubbelbrytande objektet lyses upp av linjart polariserat

ljus. Den ordinara ljusstralen foljer de vanliga brytningslagarna (den formel som anvands
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for att berdkna vinklarna vid ljusbrytning da ljus fardas mellan tva medier med olika
brytningsindex), medan den extraordinara ljusstralen ligger i ett plan som &r parallellt med
kristallens huvudaxel. Ljusvagen ar vinkelrat mot analyseraren och absorberas alltsa av
analyseraren, medan de andra ljusvagorna inte absorberas fullstandigt och slipper genom
analyseraren, vilket resulterar i den magentardda bakgrunden. (Davidson, 2015). Féargen pa
kristallen och dess direktion avgors av den réda kompensatorplattans tillverkare och fastslar
kristallens dubbelbrytning. En kristall med negativ dubbelbrytning, s som natriumurat &r i
linje sa att den langsamma axeln pa kompensatorplattan ar parallell med kristallens langa
axel. Efter att ljuset passerat genom kristallen &r det svagare an nar det nadde kristallen,
vilket ses som att kristallen & gul mot den magenta bakgrunden. Om kompensatorplattan
svangs 90° blir ljuset motsatt, d.v.s. blatt. (Judkins & Cornbleet, 1997).

Polarizer 2 Polarizer 2
@ @ (“Analyzer*) @ @ (“Analyzer”)

R R

_ . Sample mem_ Sample

Polarizer 1 Polarizer 1
@ % (“Polarizer) @ % (“Polarizer*)

Light source Light source
Polarized light microscopy Polarized light microscopy
Parallel polarizers Crossed polarizers
Main contrast: light absorption Main contrasts:

birefringence and light scattering

Figur 2: Bilden till vanster beskriver hur polariseraren konverterar vitt ljus till linjart polariserat ljus.
Analyseraren och polariseraren ligger parallellt. Bilden till hdger beskriver hur ljuset andras nar
analyseraren ligger i 90° vinkel mot polariseraren, dd kommer endast ljuset som andrat
polarisationsriktning nar den traffat objektet igenom. Amorfa delar av objektet &r mérka medan
kontrasten av kristaller och sma partiklar forstarks, vilket kan andra polariseringsljuset tack vare
dubbelbrytning eller ljusspridning. (Schmid, 2016)

Polarisationsmikroskop anvandes forsta gangen for identifiering av kristaller i
synovialvétska i borjan av 1960-talet och blev snabbt det rekommenderade mikroskopet for
kristallanalys (Gordon, et al., 1989).
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(a) (b)

Figur 3: (a, b) Kristall under vanligt ljus och enkelt polariserat ljus, (c) en bla kristall parallell med
kompensatorplattan, samt en gul intracellulér kristall till hoger (Dieppe & Swan, 1999)

4.6 Kristaller i synovialvatska

| detta kapitel behandlas kristaller som kan finnas i ett synovialvatskeprov.
Natriumuratkristallerna och kalciumpyrofosfatkristallerna ar de enda kristallerna som

klassas som positivt fynd i undersékningen Sy-Kide-O.

4.6.1 Natriumuratkristaller

Det ar inte vél kdnt var den kritiska gransen mellan hyperurikemi och den inflammatoriska
reaktionen, d.v.s. bildandet av natriumuratkristaller i synovialvatska gar. Hyperurikemi ar
vasentligt i bildandet av kristaller, men endast en brakdel av patienter med hyperurikemi
utvecklar gikt. (Martillo, et al., 2015).
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Figur 4: Bildning av natriumuratkristaller ur urinsyra. Urat &r predominant nar det fysiologiska pH-

vardet ar 7,4 och temperaturen 37°C. Urat slas ihop med natrium som bildar den mindre lésliga

saltformen natriumurat. (Martillo, et al., 2015)

Bildningen av natriumuratkristaller i synovialvatska beror pa sa val uratkoncentrationen som
pa andra faktorer, t.ex. temperaturen. Plasmat ar saturerat med urat nar uratnivan nar
l6slighetsnivan pa 405 pumol/I. Ifall koncentrationen stiger 6ver denna niva anses lésningen
Oversaturerad. Nar l6sningen ar dversaturerad borjar natriumuratkristallformationen med en
fortsatt forandring i 16sligheten av urat och kristallformationen sprider sig fortsattningsvis
beroende pa lokala tillstand. Processen for ny mikrokristallutfallning, nukleation, ar det
langsammaste skedet i natriumuratkristallbildningen. Som princip hopar sig molekylerna i
I6sningen under nukleation och bildar saledes kristallkarnan (figur 5). Nar kristallkarnan blir
tillrackligt stor och dess primitiva struktur ar tillrackligt stabil sker kristallens storleksékning
snabbast vid dess longitudinella andor. Det &r detta anlag till storleksékning vid &ndorna som
ger natriumuratkristallerna dess karaktaristiska nalformade utseende. (Martillo, et al., 2015).
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Figur 5: Hypotetisk modell av kirstallisering och nukleationsprocessen i en Kkristall.

Natriumuratmolekyler ar losliga sa lange saturationen inte dverskrids eller temperaturen minskar.
Molekylerna borjar da hopa sig och bildar kristallkarnan och slutligen kristallen. (Martillo, et al., 2015)

In vitro studier har visat att en temperaturminskning pa endast 2°C fran 37°C till 35°C é&r
tillrackligt for att minska loslighetspunkten hos urat fran 405 pmol/I till 357 pumol/I. Det har
tros vara varfor metatarsophalangealleden (stortaleden) ar den vanligaste punkten for gikt,
eftersom omradet har mindre varmeproduktion och utsatts oftare for temperaturskillnader.
(Martillo, et al., 2015).

Awven en sur miljo har visat sig att underlatta natriumuratkristallformation. I en in vitro studie
sénktes pH och det visade sig att nukleationen av natriumuratkristaller framjades av pH
sankningen, oklart hur exakt. pH hade dven effekt pa kristalliseringen genom att oka
kalciumjonkoncentrationen, som sénkte 16sligheten hos natriumurat och stédde nukleation.
Studiens forfattare foreslog darfor att 6kade nivaer av fria Ca* joner i samband med lagt
pH, kan forklara forhallandet mellan sura miljoer och natriumurat nukleation. Acidos
forekommer vid fysisk anstrangning och alkoholanvandning, varav bada kan ge upphov till
gikt. Systemisk acidos minskar dven utsondringen av urat genom urin, vilket leder till
hyperurikemi som kan ge upphov till gikt. Aven den metaboliska aktiviteten hos neutrofiler
under fagocytos av existerande kristaller, kan utséndra mj6lksyra som sanker

synovialvétskans pH, som stéder kristallformation. (Martillo, et al., 2015).
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Natriumuratkristallerna har en triklinisk struktur (den har tre axlar som é&r olika langa som
skar varandra i olika vinklar). Makroskopiskt ses strukturen som en valkand nalformad
kristall av natriumurat. (Martillo, et al., 2015). Giktkristallerna av natriumurat har negativ
dubbelbrytning (ett optiskt fenomen som goér att saker ses dubbelt genom kristallen)
(Rigsbee, et al., 2018). Natriumuratkristallerna ses som gula nar de ligger parallellt med den
optiska axeln och blaa nar de ligger vinkelratt (Rosenthal & Lawrence, 2016).
Natriumuratkristallerna ar 8-10um langa (Judkins & Cornbleet, 1997).

Figur 6: Till vanster mattligt av natriumuratkristaller och till héger rikligt av natriumuratkristaller.
(Kouri, 2001)
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4.6.2 Kalciumpyrofosfatkristaller

Kalciumpyrofosfatkristaller bildas i det pericelluldra matrixet, d.v.s. den tunna hinna som
omger kondrocyterna i brosket. Kondrocyterna bildar stora méngder av extracellulart
oorganiskt pyrofosfat som anvands i bildandet av kalciumpyrofosfatkristaller, och
pericelluldra vesiklar (broskvesiklar) som fungerar som stéllen for kristallformation.
Pyrofosfat (PPi) genereras fran extracellulart ATP och bildar komplex med kalcium for att
bilda kalciumpyrofosfatkristaller. Oorganiskt pyrofosfats betydelse i utveckling av CPPD
kan jamforas med betydelsen av urat i utvecklingen av gikt. M&ngden oorganiskt pyrofosfat
regleras av ett membranprotein kallat ANKH (ett protein som kodas av ANKH genen pa den
femte kromosomen). Extracellulart ATP metaboliseras till oorganiskt pyrofosfat av enzymer
som har nukleosid trifosfat pyrofosfohydrolasaktivitet, s som ektonukleotid pyrofosfatas 1.
Alkalisk fosfatas och andra pyrofosfataser bryter ner oorganisk pyrofosfatas. Figur 7 visar
den har processen. Tillvaxtfaktorer, cytokiner och vissa farmakologiska faktorer reglerar
nivaerna av pyrofosfatas i brosk. (Rosenthal & Lawrence, 2016).

PP, Modulators Modulate Crystal Formation
1 TGF-B

‘A Extracellular ATPand | B Extracellular Factors That |

ix
metalloproteina

se
¢
and prostaglandin €, metalloproteinase

and prostaglandin €,

Neutrophil
extracellular traps

Figur 7: Patofysiologiska egenskaper hos CPPD. (Rosenthal & Lawrence, 2016)

CPPD-kristallerna av  kalciumpyrofosfat har en svag dubbelbrytning sett i
polarisationsmikroskop, till skillnad fran giktkristallerna av natriumurat. Kristallerna ar

formade som romber, d.v.s. en parallellogram med oliklanga sidor och vinklar som inte &r
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rata. (Rigsbee, et al., 2018). De kan &ven ses som rektanglar och stavar med triklina
strukturer (Ryu, et al., 2014). Under polarisationsmikroskop, som ofta anvander rétt filter,
ses kristallerna som blaa nar de ligger parallellt med den optiska axeln och gula nar de ligger
vinkelréatt, d.v.s. motsatta farger till natriumuratkristallerna. ldentifikationen av kristallerna
kan vara svar eftersom kristallerna & sma och ofta har mycket svag dubbelbrytning.
Kristallerna har lika stor diagnostisk betydelse om de &r intracellulara eller extracelluléra.
(Rosenthal & Lawrence, 2016). Kalciumpyrofosfatkristaller kan &ven ses 1 vanligt
ljusmikroskop, eftersom deras dubbelbrytning ar sa pass svag eller sa har de ingen
dubbelbrytning alls (endast 20% av kalciumpyrofosfatkristaller visar dubbelbrytning).
Eftersom kristallerna ofta ligger intracellulart ar det viktig att noggrant se igenom cellerna i
preparatet, vilket sa ledes ar enklare i vanligt ljusmikroskop. (Lumbreras, et al., 2005).
CPPD-kristallerna ar under 10 um langa (Judkins & Cornbleet, 1997).

Figur 8: Kalciumpyrofosfatkristall med svag dubbelbrytning sett under polariserat ljus (Igbal, et al.,
2019)
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Figur 9: CPPD-kristaller under kompenserat polariserat ljus, 1000x forstoring. (Dieppe & Swan, 1999)

Figur 10: Rikligt av kalciumpyrofosfatkristaller. Samma synfalt med olika vinkel pa

kompensatorplattan. (Kouri, 2001)

Figur 11: Fa kalciumpyrofosfatkritaller. Samma synfalt med olika vinkel pd kompensatorplattan
(Kouri, 2001)
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4.7 Undersokningen Sy-Kide-O (2055)

Undersokningen utfors ur synovialvatska aspirerat ur ledkapseln. Den utfors i
urinlaboratoriet pa Vasa centralsjukhus med indikationen att diagnostisera gikt och
pseudogikt. Referensvardet ar negativt. Positiva fynd svaras med utlatande vilken sorts
kristall som hittats i provet. (Salminen, 2004). Unders6kningens namn och
undersokningsnummer ar det samma i hela Finland (Kuntaliitto, 2018). Kommunférbundet
fungerar som intressebevakare, utvecklingspartner och erbjuder informationstjanster for

Finlands kommuner och stader, som ar medlemmar i Kommunforbundet. (Kuntaliitto, u.a.).

5 Bed0mning av undersdkningen Sy-Kide-O

Under detta kapitel behandlas hurudant provmaterial som behdvs samt hur detta ska
forberedas for analysering. Har beskrivs dven studien fran Nederlanderna ar 2017 om hur
kristallméngden i det prov som ska analyseras Okar efter centrifugering. Centrifugeringen
kommer tillaggas som ett steg i arbetsbeskrivningen. Mikroskoperingen av provet behandlas

samt andra kristaller och artefakter som &ven kan finnas i synovialvétska.

5.1 Provmaterial och forberedelser

Provet tas i ett 4 ml gelfritt heparinrér. Provmangden synovialvétska ska vara minimum 1
ml. En lakare aspirerar provet sterilt ur en led och for 6éver provmaterialet i heparinroret.
Provet fors till laboratoriets provmottagning och bedéms inom en vecka fran att provet anlant
till laboratoriet. (Salminen, 2004). EDTA-ror l&mpar sig inte som transportror for
provmaterialet eftersom EDTA ldser upp pyrofosfatkristaller och differentiering av CPPD
misslyckas (Dehlin, 2018).

Synovialvatskan ska analyseras farsk. Farsk synovialvatska blir snabbt dalig och borde
darfor analyseras samma dag som provet tagits. Eftersom kristallerna ofta finns intracellulart
i celler i synovialvatskan (t.ex. i leukocyter) ar det viktigt att cellerna bibehalls. Bade
kalciumpyrofosfatkristallerna och natriumuratkristallerna haller sig i kylskaps- eller
frystemperatur, enligt Pasqual et al. (2011) ett dygn, men ju fortare proven analyseras desto

mindre cellforfall som stor analyseringen. (Pasqual, et al., 2011).

Boumans et al. gjorde ar 2017 i Nederlanderna en studie om hur centrifugering av

synovialvatska innan kristallanalys paverkade analyseringen. Tva erfarna analysutforare
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gick igenom synovialvatska fran patienter med artritiska leder bade fére centrifugering och
efter centrifugering av proven. Analysutforarna visste inte om patienternas diagnoser.
Centrifugering gjordes med en konventionell laboratoriecentrifug. Proven som inte
centrifugerades blandades om och en droppe pipetterades pa ett objektglas. De andra proven
centrifugerades 10 minuter 700 rpm. Cellsedimenten fran de centrifugerade provréren
pipetterades sedan pa objektglas. Analysen skedde under polarisationsmikroskop. Forst
anvéndes en x100 forstoring for orientation och postitionering samt for att se om kristaller
fanns eller inte, bestamning av morfologin pa kristallerna som fanns, samt om de hade
dubbelbrytning eller inte. Om det upptécktes intra- eller extracellulara kristaller bekréftades
dessa under x400 forstoring. 25 synfalt (5x5) undersoktes for att utesluta andra kristaller.
Om inga kristaller upptécktes under x100 forstoring anvandes x400 forstoring och 25 synfélt
gicks strukturellt igenom for att upptacka kristaller. De som utférde analysen havdade att
bada sorters kristaller hittades lattare efter proven hade centrifugerats innan analys. Detta
p.g.a. den 6kade méangden kristaller per synfalt. Enligt denna studie 6kade natriumuratkristall
positiva prov. med 0,0-6,9% efter att proven centrifugerats innan.
Kalciumpyrofosfatkristaller hittades daremot i 20,0-26,7% fler prov &n innan centrifugering.
Studien kom till slutsatsen att &ven om centrifugering inte ar rutin vid synovialvatskeanalys,
visar data fran studien att vid identifiering av kalciumpyrofosfatkristaller kan centrifugering
innan vara till nytta. Studien ndmner dven att centrifugering kunde goras for patientprov som
upprepade ganger ar negativ pa kristaller men misstanken om kristallartrit fortfarande bestar.
Centrifugering kunde aven goras da provet ar hypocellulart, nar mikroskoperingen sparas
till en annan dag, eller nér personen som utfor analysen inte &r tillrackligt erfaren for att

utféra analysen utan centrifugering. (Boumans, et al., 2017).



Figur 12: Jamforelse pa kristallméangden fére (a, c) och efter (b, d) centrifugering. Bild a och ¢ visar
kristallmangden fore centrifugeringen och b och d visar att mangden kristaller i ett synfalt 6kat efter
att provet centrifugerats. (Boumans, et al., 2017)

Ar 2002 gjorde Galvez et.al. en studie med malet att ta reda p& hur ett dréjsmal i analysering
av synovialvatska paverkar identifieringen av kristaller. Nittioen (91) prov varav 31st med
natriumuratkristaller, 30st med kalciumpyrofosfatkristaller och 30st utan kristaller
bevarades i EDTA, heparin, och utan antikoagulant i 4°C fore analysering. Analysering
gjordes efter 24h och efter 72h i kylskapstemperatur. Analysen skedde med vanligt
ljusmikroskop och med polarisationsmikroskop. En annan uppsattning av samma prover
bevarades tvd manader i -80°C utan koagulationshammare. Aven andra studier har gjorts

kring den optimala forvaringen och forvaringstiden av synovialvétska. (Galvez, et al., 2002).

Resultatet fran Galvez et.al. studie visade att natriumuratkristallerna bibeholls i de flesta
prov som bevarats i kylskapstemperatur och blev analyserade ater 24h och 72h senare.
Intracellulara kristaller sgs 24h senare i alla 31 prov som bevarats i EDTA, 29/31 (94%) av
de som bevarats i heparin och 30/31 (97%) av de som bevarats utan antikoagulant. Resultaten
var de samma 72h senare; 31/31 (100%), 29/31 (94%) och 30/31 (97%). (Galvez, et al.,
2002).
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Av de prov som bevarats i -80°C kunde man se intracelluléra kristaller i 25/31 prov (81%),
extracelluléra kristaller i 26/31 (84%) och intracellulart eller extracellulért i 29/31 (94%)
prov. (Galvez, et al., 2002).

Kalciumpyrofosfatkristaller sags 24h senare i alla prov oberoende av koagulationshammare.
Med undantag av ett fall (29/30 eller 97%) sags kristallerna dven 72h senare. De prov som
bevarades i -80°C hittades intracellulara kristaller i 25/30 prov (83%), extracelluldra
kristaller i 27/30 (90%) och intracelluléra eller extracelluldra i 27/30 (90%) prov. Antalet
extracellulara kristaller hélls lika genom studien, medan antalet intracelluldra Kkristaller

minskade lite efter tva manader. (Galvez, et al., 2002).

Kontrollproven visade inga kristaller nar de ater analyserades 24h, 72h och tva manader
senare. Enstaka ganger kunde andra mikrokristaller hittas i de forsta eller nagon av de
foljande analyserna. Sadana kristaller kunde vara ovala kristaller med dubbelbrytning i form
av malteserkors (t.ex. talk), sma pleomorfiska kristaller med stark dubbelbrytning (t.ex.
metylprednisolonacetat) eller andra mikrokristaller som kunde vara damm. Det gjordes inga
undersokningar pa nar artefakterna uppstod eller hur ldnge de bibehélls. (Galvez, et al.,
2002).

Studien visade att ndr natriumurat- och kalciumpyrofosfatkristaller ursprungligen hittats i ett
prov kunde dessa ses annu ett dygn till och med tre dygn senare, sa lange de bevarats i
kylskapstemperatur. Inte heller djupfrysta prov paverkades alltfor mycket, vilket visar att
man kan spara prov i -80°C for undervisningsandamal eller som kvalitetskontroll. (Galvez,
etal., 2002).

I en dldre studie gjord av Kerolus, Clayburne och Schumacher ar 1989 var malet det samma
som Galvez, et al. studie. Kerolus et.al. kom dock 13 ar tidigare fram till att
kalciumpyrofosfatkristallerna 16stes upp med tiden, oberoende om de forvarades i
rumstemperatur  eller  Kkylskapstemperatur. Kerolus et.al. anvande heparin som
koagulationshammare. | tre av fem prov var det foljande dag svart att se kristallerna som
dagen innan hade hittats mycket enkelt. Alla kristaller hade sedan 16sts upp 3-8 veckor
senare. Da kontrollerades dven om det kunde finnas kvar nagra kristaller genom att
centrifugera proven och analysera det cellsediment som blev i bottnen av provréret, men
utan framgang. Kerolus et.al. kom fram till att natriumuratkristallerna lostes upp
langsammare &n kalciumpyrofosfatkristaller. Kristaller i de prov som bevarats i
rumstemperatur 16stes upp klart mycket fortare an de som bevarades i kylskapstemperatur.

Vissa natriumuratkristaller hade svagare dubbelbrytningen med tiden och vissa som bevarats
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i rumstemperatur blev kortare. Forfattarna till denna &aldre studie rekommenderar dock att
proven analyseras sa fort som mojligt efter aspirering, eftersom de &ven upptéckte
artefaktbildning i proven utover leukocyternas sonderfall, kalciumpyrofosfatkristallernas
sonderfall och natriumuratkristallernas minskade antal, forandrade form och dubbelbrytning.
(Kerolus, et al., 1989).

5.2 Mikroskopering

Provet ska garna analyseras sa fort som mojligt efter kollektion. Det I6nar sig att kontrollera
bade objektglas och tackglas, sa det inte finns skramor eller handsktalk pa dem, eftersom
dessa kan orsaka artefakter. Objektglaset kan tvattas med sprit innan analysering. Kohler-
installning av mikroskopet ska goras innan analysering, efter mikroskopets tillverkares
instruktioner. En droppe av synovialvatskan pipetteras pa objektglaset och tackglaset laggs
ovanpa sa droppen sprids ut. Provet fokuseras under x10 objektivet. Preparatet kontrolleras
for kristaller forst under x10 objektivet, utan polariseraren och den réda kompensatorplattan.
Skinande objekt kan tyda pa kristaller i provet. Ett gult eller blatt objekt mot en
magentafargad bakgrund &r svarare att urskilja jamfort med vita objekt mot en svart
bakgrund. Hela preparatet gas igenom med x10 objektivet och sedan byts det till x40
objektivet och polarisatorn och den réda kompensatorplattan laggs pa. Preparatet gas
noggrant igenom igen. Vid behov kunde en annan person ombes om att ocksa ga igenom
preparatet, detta Okar tillforlitligheten i svaret samt yrkesskickligheten hos fler personer.
(Judkins & Cornbleet, 1997).

Mikroskopering under 400x forstoring ar tillrackligt, men speciellt under traningsperiod &r
observation under 1000x forstoring i vanligt ljusmikroskop mycket hjalpsamt for att lara
urskilja kristallerna. Kalciumpyrofosfatkristallerna ar ofta mycket sma och kan vara
intracellulara som sma fyrkanter eller nalar, eller som inklusioner med en linjar grans eller
vinkel (se figur 13). Natriumuratkristaller ses mycket enklare tack vare deras sken i enkelt
polariserat ljus aven i 200x forstoring (dven om enklare att ses i 400x forstoring). Bade i
vanligt ljusmikroskop och polarisationsmikroskop ar héjden pa kondensorn viktig for
optimal kontrast och detalj. Ett intensivt ljus sa som halogenlampa tillater béttre observation

under polarisationsmikroskop. (Pasqual, et al., 2011).
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(a) (b)

(c) (d)

Figur 13: Sma kalciumpyrofosfatkristaller intracellulart i 1000x forstoring, ljusmikroskop. (Pasqual, et
al., 2011)

Vid stark misstanke om kristallartrit har det visat sig vara lont att ater mikroskopera ett
preparat ett dygn efter den forsta mikroskoperingen, eftersom den analytiska och
diagnostiska kansligheten 6kar. (Yuan, et al., 2003).

5.3 Positiva fynd

Till positiva fynd nd&r man vill diagnostisera gikt eller CPPD réknas endast
natriumuratkristallerna och kalciumpyrofosfatkristallerna, darfor &r rétt klassificering av
dessa mycket viktig (Dieppe & Swan, 1999). Antalet kristaller i ett prov ar diagnostiskt
irrelevant, men antalet falskt negativa svar 6kar ju farre kristaller som finns i provet (von
Essen, et al., 1998). | ett prov kan finnas fa kristaller, vilket gor det vésentligt att man gar
igenom hela preparatet under tackglaset (Judkins & Cornbleet, 1997). Ocksa Rosenthal &
Lawrence skriver i sin artikel fran 2018 att en noggrann analys av preparatet ar viktigt for

att minska antalet falskt negativa svar.
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Ar 1989 gjorde Gordon, Dieppe och Swan en studie for att bestamma tillforlitligheten i
analysering av kristaller i synovialvatska med hjalp av ljusmikroskop. Malséttningen var att
fa reda pa skillnaden i analyseringstillforlitligheten hos sex analysutférare med olik
erfarenhet samt fa reda pa hur stor mangd kristaller som behdvdes i ett prov for att kunna
upptdcka dem med standardteknik. Undersokningen visade att chansen for alla
analysutforare att gora en korrekt analys av kristallerna okade ju fler kristaller pg/ml
synovialvatska. Storsta andelen falskt negativa och falskt positiva svar gjordes vid lag
koncentration av kristaller samt kristallernas olika storlek. Detta tydde pa att ett prov kravde
10 ug kristaller/ml synovialvatska eller mer for ett tillforlitligt svar. Gordon et.al data visar
aven att natriumuratkristaller medforde mindre felaktiga svar jamfort med

kalciumpyrofosfatkristaller. (Gordon, et al., 1989).

5.4 Andra kristaller och fynd

Forutom kristallerna som &r diagnostiserande for gikt och det som tidigare hette pseudogikt
kan synovialvatskan innehélla andra kristaller och partiklar som inte rdknas som positivt
fynd i undersdkningen Sy-Kide-O. Kalciumfosfatkristaller och andra apatiter, kolesterol och
andra lipider ar sadana partiklar. EDTA kan dven bilda kristaller, vilket ar ytterligare en
orsak till att provmaterialet inte ska samlas i ett EDTA-ror, utéver att EDTA l6ser upp
kalciumpyrofosfat. Annat material som har dubbelbrytning kan finnas i synovialvatska,
steroidkristaller &r ett exempel. Dessa har stark dubbelbrytning och ar stavformade, men ar
ofta storre &n natriumurat- och kalciumpyrofosfatkristaller. (Dieppe & Swan, 1999; Judkins
& Cornbleet, 1997).
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Material Form Dubbelbrytning
Kalciumoxalat Bipyramidal (“kuvertform™) Stark
Brosk, kollagen Oregelbunden, stavlik Stark
Kolesterol Platt, skivor med hack i Stark

hornet, ibland nalformad,

over 100 pm stor

Tabell 1: Andra kristaller i synovialvatska (Judkins & Cornbleet, 1997)

Figur 14: Typiska kolesterolkristaller. (Balint, et al., 2003)

Fibrin kan ofta finnas i synovialvatska och ses som harlika stran som inte ar patogena. |
skadade leder kan finnas delar av brosk av bade mindre (1-20 um) och stérre (>100 pm)
storlek, med dubbelbrytning eller utan. De storre broskfragmenten har dubbelbrytning

medan de mindre inte har. (Dieppe & Swan, 1999).

Lipidkristaller kan ses som 1-30 um stora med aggform. De har dubbelbrytning och ett klart
“malteserkors” (se figur 15 ). (Dieppe & Swan, 1999). Lipidkristaller i synovialvétska har

séllan ett samband med ett onormalt lipidvarde i serum eller synovialvatska (Dylewski, et
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al., 2005). Lipidkristallerna tros ocksa vara en bieffekt av artrit, med sitt ursprung i synovialt

fett som utsondrats i leden (Hackeng, et al., 2000).

Kalciumoxalatkristaller kan se olika ut, beroende pa om de ar kalciumoxalat monohydrat
eller kalciumoxalat dihydrat. Kalciumoxalat monohydrat kan se ut som oregelbundna
kvadrater eller stavar som latt kan misstas for kalciumpyrofosfatkristaller. Det finns &ven
kalciumoxalat dihydrat med ett klassiskt “kuvertutseende” (kvadrater med ett kors) och de
ar den vanligare typen. Bada sorterna av kalciumoxalat har varierande dubbelbrytning och

kan finnas intra- eller extracellulart. (Lorenz, et al., 2013).

Figur 15: Lipidsfarer med malteserkors. (Bilden till vanster Dylewski, et al., 2005, bilden till hdger
Hackeng, et al., 2000)

| akuta tillstand av CPPD ar antalet leukocyter i synovialvatskan mycket hog. Typiskt ar att
antalet ar mellan 5000 och 25 000 celler/pl. Ett mindre antal ses hos patienter med kronisk
polyartrit och mycket stora antal (upp till 200 000 leukocyter/ul) hittas hos patienter med
pseudoseptiska presentationer (feber, leukocytos och hypertoni p.g.a. andra orsaker an
bakteriell sepsis). Hos patienter med fler & 2000 leukocyter/ul i synovialvétskan borde

tillstanden behandlas som septiska, tills annat bevisas. (Ivory & Velazquez, 2012).



Figur 16: Lederspankristaller (Idkemedel) av varierande mangd. (Kouri, 2001)

5.5 Artefakter

| synovialvatska kan det latt uppkomma artefakter utifran, till exempel talk fran
skyddshandskar, damm i luften, svampsporer och linsdukfibrer, som alla har dubbelbrytning.
Prov som forvaras for lange kan bli torra och kan da bilda partiklar med dubbelbrytning som
liknar natriumurat- och kalciumpyrofosfatkristaller. (Dieppe & Swan, 1999). Talk fran
handskar har storleken 10-100 pum med positiv dubbelbrytning och ett svagt ”malteserkors”
(figur 17) (Hackeng, et al., 2000).

| figurerna 17 — 19 visas olika artefakter, d.v.s. foremal som kommit utifran, som kan finnas

i synovialvatskan.

Material Form Dubbelbrytning

Sonderfall, skrép Sma, oregelbunden form, Varierar
tandade, rundade, icke

parallella kanter

EDTA (torr, dikalium) Sma, formldsa Svag
Fetter (kolesterolestrar) Droppformade Stark (malteserkors)
Litiumheparin Liknar kalciumpyrofosfat Svagt positiv

Tabell 2: Andra artefakter i synovialvatska (Judkins & Cornbleet, 1997)



Figur 17: Handsktalk med malteserkors. (Kouri, 2001)

Figur 18: Artefakter. (Kouri, 2001)

Figur 19: Artefakter. (Kouri, 2001)
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6 Resultat och tolkning

Resultatet av denna litteraturgversikt visar att det lange varit ett problem med huruvida
tekniken for analys av synovialvitska ar den basta mojliga, da framst med faste pa
laboratoriepersonalens kunskap att identifiera kristallerna (Lumbreras, et al., 2005; Dieppe
& Swan, 1999; Judkins & Cornbleet, 1997; Gordon, et al., 1989). Med den littetatur som
anvants i detta examensarbetet har en arbetsbeskrivning utarbetats.

Eftersom skolning inom kristallanalysering inte utbjuds i sa stor utstrackning har
centrifugering av provet inkluderats som ett steg i arbetsbeskrivningen. Detta med
hanvisning till Boumans et.al. studie fran 2017 dar mangden kristaller som lattare
identifierades 6kade efter centrifugering. Natriumuratkristallernas méngd per synfalt 6kade
med upp till 6,9% och kalciumpyrofosfatkristallernas mangd per synfélt 6kade med upp till
26,7%. Aven om 6,9% inte ar en stor okning ar 26,7% en relativt stor dkning, speciellt
eftersom denna 6kning géllde de kristaller som &r svarare att identifiera p.g.a. lite storlek och
svaga dubbelbrytning. Flera kallor (sa som Gordon, et al., 1989) som anvants i detta arbete
styrker detta pastaende, dar aven namnts att natriumuratkristallerna &r lattare att identifiera.
| Boumans et.al. studie fran 2017 centrifugerades proven 10 minuter i 700 rpm och det &r

det som anvants i arbetsbeskrivningen.

Litteraturen som anvants for teorin i detta arbete gav upphov till en arbetsheskrivning pa 11
steg eller punkter, som forhoppningsvis kommer hjélpa laboratoriepersonalen pa Vasa

centralsjukhus vid analysering av kristallerna.

7 Arbetsbeskrivning for mikroskopering av kristaller i
synovialvatska

Arbetsbeskrivningen ar framstalld for laboratoriet pa Vasa centralsjukhus och ar skriven kort
i punktform for att enkelt kunna féljas. Mikroskopet som anvands i urinlaboratoriet pa Vasa
centralsjukhus ar ett Olympus BX45 (Figur 20). Arbetsbeskrivningen finns pa finska och
svenska som bilaga i slutet av detta arbete. Forutom arbetsbeskrivning finns dven bilder pa
kristaller och artefakter som kan anvandas som hjalpmedel vid kristallanalysering. Fore
analysering av provet ska provet vara noterat som ankommen till laboratoriet i datasystemet

(Effica anvands pa Vasa centralsjukhus laboratorium).
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Figur 20: Olympus BX45 mikroskop. (Olympus Corporation, 2005)

Arbetsbeskrivning pa svenska:

Steg 1: Centrifugera provet 10 minuter i 700 rpm.
Steg 2: Kontrollera att objektglas och tackglas &r hela och rena.
Steg 3: Pipettera 13 pl cellsediment fran botten av provroret pa objektglaset och lagg

tackglaset 6ver droppen.

Steg 4: Fokusera synféltet, anvand 10x objektiv och t.ex. ett bra kontrollglas.

Steg 5: Stall irisblandaren pa 0,5 (figur 21)

Steg 6: L&gg den roda kompensatorplattan (figur 22) pa plats (under okularen, figur
23).

Steg 7: L&gg polariseraren (figur 24) 6ver blandaren (figur 25).



Steg 8:

Steg 9:

Steg 10:

Steg 11:
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Ga igenom provet med x100 forstoring (10x objektiv). Ga igenom hela

preparatet noggrant.

Byt till x400 forstoring (40x objektiv, markt Sy-Kide, se figur 26). Ga igenom

hela preparatet noggrant.
Om du inte hittar kristaller, svara i Effica negativt.

Om du hittar kristaller och kristallerna dr gula i samma riktning som
polariseraren  och  kompensatorplattan (mot kl. 17), 4&r de

natriumuratkristaller.

Om kristallerna &r blda i samma riktning ar de kalciumpyrofosfatkristaller.

Kom ihag att kristallerna kan vara intracelluléra!

Arbetsbeskrivning pa finska:

Vaihe 1:

Vaihe 2:

Vaihe 3:

Vaihe 4:

Vaihe 5:

Vaihe 6:

Vaihe 7:

Vaihe 8:

Vaihe 9:

Vaihe 10:

Sentrifugoi ndyte 10 minuuttia 700 rpm.
Tarkista, ettd objektilasi seké peitinlasi ovat ehjét ja puhtaat.

Pipetoi 13ul solusedimenttida ndyteputken pohjasta objektilasille ja peita
peitinlasilla.

Tarkenna nakokenttd, kayttden 10x objektiivia ja esim. hyvéa kontrollilasia.
Saada iirishimmentimen arvoksi 0,5 (Kuva 21)

Tyonna punalevy (kuva 22) paikoilleen (okulaarin alla, kuva 23).

Aseta polarisaattorilevy (kuva 24) kenttdhimmentimen yl&puolelle (kuva 25).

Mikroskopoi néyte ensin x100 suurennuksella (10x objektiivi). Mikroskopoi

tarkasti koko néyte.

Mikroskopoi ndyte x400 suurennuksella (40x objektiivi, merkattu Sy-Kide,
katso kuva 26). Mikroskopoi tarkasti koko néyte.

Jos ndytteesta ei 10ydy kiteitd, vastaa Efficaan negatiivinen.
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Vaihe 11: Jos 16ydéat néytteesta Kiteitd, ja kiteet ovat keltaiset ja samansuuntaisesti kuin

punalevy (klo. 17 kohti), kiteet ovat natriumuraattia.

Jos kiteet ovat sinisida punalevyn varrensuuntaisina, Kiteet ovat
kalsiumpyrofosfaattia.

Muista, etta kiteet voivat olla solunsisaisia!

Figur 21: Irisblandare (Egen bild)

Figur 22: R6d kompensatorplatta (Egen
bild)



Figur 23: Plats for kompensatorplattan (Egen bild)

Figur 25: Plats for polariseraren (Egen bild)

Figur 24: Polariseraren (Egen bild)

Figur 26: 40x objektivet méarkt Sy-Kide
(Egen bild)
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8 Kiritisk granskning och diskussion

Malet med detta arbete var att gora en arbetsbeskrivning av kristallanalyseringen, pa ett sétt
som alla i laboratoriets personal kunde forsta och folja. Under detta arbetes gang har jag
sjalv lart mig mycket om Kkristallerna och hur dessa ska analyseras, samt om deras egenskaper
nar de forvaras i olika temperaturer for senare analys. Att veta hur Kkristallerna kan &ndras &ar
enligt mig en viktig kunskap nar det kommer till kristallanalysering, eftersom du da kan
forvanta dig att det finns skillnader i preparatet, kristallernas antal och utseende samt

mojlighet till artefaktbildning.

| arbetet har fragestallningarna besvarats. Fragestallningarna var:

Vad &r positivt fynd?

Hur manga kristaller ska finnas i provet for att det ska klassas som positivt?

Vilka kristaller réknas till gikt?

Vilka kristaller rédknas till CPPD?

Pa fragan angdende hur manga kristaller som raknas som positivt fynd kunde jag inte hitta
ett specifikt antal, men det framkom att antalet inte &r av diagnostisk betydelse. Detta ar

saklart logiskt, med tanke pa att kristallerna inte finns i friska ledkapslars synovialvatska.

I samband med detta arbete kunde det ha gjorts en observation av hur kristallanalyseringen
gar till i laboratoriet. Denna observation kunde ha anvénts i uppstallningen av
arbetsbeskrivningen och mojligen kunde man ha gjort en s.k. ”leaning” av arbetspunkten pa

samma gang, for att forbattra flodet pa arbetspunkten.

I och med denna arbetsbeskrivning kunde man om nagot ar géra en undersokning angaende
hur val laboratoriepersonalen pa Vasa centralsjukhus kan gora kristallanalys. Vid behov
kunde man da andra delar av eller hela arbetsbeskrivningen. Det har eftersom detta arbetes
syfte var att 6ka personalens kunnighet och pa sa satt forbattra den vard som patienter far i

och med laboratoriepersonalens kunnighet att identifiera kristaller.

Jag hoppas att laboratoriepersonalen far tillgang till skolning i kristallanalysering, samt att
personalen sjalva uppratthaller sina kunskaper med hjalp av externa kvalitetskontroller.
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Figurférteckning

Figur 1: Tofi pa ora. Ett kroniskt tillstdnd dar det skett en utfillning av
natriumuratkristaller i huden. (Dehlin, 2018) ... 7
Figur 2: Bilden till vanster beskriver hur polariseraren konverterar vitt ljus till linjart
polariserat ljus. Analyseraren och polariseraren ligger parallellt. Bilden till hoger
beskriver hur ljuset dndras nar analyseraren ligger i 90° vinkel mot polariseraren, da
kommer endast ljuset som andrat polarisationsriktning nar den traffat objektet
igenom. Amorfa delar av objektet 4r morka medan kontrasten av kristaller och sma
partiklar forstarks, vilket kan dandra polariseringsljuset tack vare dubbelbrytning eller
ljusspridning. (SChMid, Z016) ... senaees 10
Figur 3: (a, b) Kristall under vanligt ljus och enkelt polariserat ljus, (c) en bla kristall
parallell med kompensatorplattan, samt en gul intracellular kristall till hoger (Dieppe
& SWAN, 1999 ..ceuiiiieeeistese s s bbb bbb 11
Figur 4: Bildning av natriumuratkristaller ur urinsyra. Urat dr predominant nar det
fysiologiska pH-vardet ar 7,4 och temperaturen 37°C. Urat slas ihop med natrium som

bildar den mindre 16sliga saltformen natriumurat. (Martillo, et al., 2015) ....cccccvuureeunee. 12
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Figur 5: Hypotetisk modell av kirstallisering och nukleationsprocessen i en kristall.
Natriumuratmolekyler ar losliga sd ldnge saturationen inte oOverskrids eller

temperaturen minskar. Molekylerna borjar da hopa sig och bildar kristallkdarnan och

slutligen kristallen. (Martillo, et al.,, 2015 .. sessessessessesees 13
Figur 6: Till vanster mattligt av natriumuratkristaller och till hoger rikligt av
natriumuratkristaller. (Kouri, 2001) ...ireinessssessssessssssssssssssssssssesssesssssssessessens 14
Figur 7: Patofysiologiska egenskaper hos CPPD. (Rosenthal & Lawrence, 2016)......... 15

Figur 8: Kalciumpyrofosfatkristall med svag dubbelbrytning sett under polariserat ljus
(Igbal, et al., 2019) .. 16
Figur 9: CPPD-kristaller under kompenserat polariserat ljus, 1000x forstoring. (Dieppe
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Figur 10: Rikligt av kalciumpyrofosfatkristaller. Samma synfalt med olika vinkel pa
kompensatorplattan. (Kouri, 2001) ... ssssssssssssssessssns 17
Figur 11: Fa kalciumpyrofosfatkritaller. Samma synfalt med olika vinkel pa
kompensatorplattan (Kouri, 2001) ...nesnesssssessssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssans 17
Figur 12: Jamforelse pa kristallmangden fore (a, c) och efter (b, d) centrifugering. Bild
a och c visar kristallmangden fore centrifugeringen och b och d visar att mangden
kristaller i ett synfalt 6kat efter att provet centrifugerats. (Boumans, et al,, 2017).....20

Figur 13: Sma kalciumpyrofosfatkristaller intracellulart i 1000x forstoring,
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Bilagor
Bilaga 1: Svensk arbetsbeskrivning
Bilaga 2: Finsk arbetsbeskrivning

Bilaga 3 - 5: Bilder
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Bilaga 1

Arbetsbeskrivning for undersoknigen Sy-Kide-O:

Steg 1: Centrifugera provet 10 minuter i 700 rpm.
Steg 2: Kontrollera att objektglas och tackglas ar hela och rena.
Steg 3: Pipettera 13pl cellsediment fran botten av provroret pa objektglaset och

lagg tackglaset 6ver droppen.

Steg 4: Fokusera synfaltet, anvand 10x objektiv och t.ex. ett bra kontrollglas.

Steg 5: Stall irisblandaren pa 0,5 (bild 1)

Steg 6: Lagg den roda kompensatorplattan (bild 2) pa plats (under okularen, bild
3).

Steg 7: Lagg polariseraren (bild 4) 6éver blandaren (bild 5).

Steg 8: Ga igenom provet med x100 forstoring (10x objektiv). Ga igenom hela

preparatet noggrant.

Steg 9: Byt till x400 forstoring (40x objektiv, markt Sy-Kide, se bild 6). Ga

igenom hela preparatet noggrant.
Steg 10: Om du inte hittar kristaller, svara i Effica negativt.

Steg 11: Om du hittar kristaller och kristallerna &r gula i samma riktning som
polariseraren och kompensatorplattan (mot Kkl. 17), é&ar de

natriumuratkristaller.

Om  kristallerna & blaa i samma riktning & de

kalciumpyrofosfatkristaller.

Kom ihag att kristallerna kan vara intracellulara!




Bilaga 2

Tydbohje Sy-Kide-O:

Vaihe 1:

Vaihe 2:

Vaihe 3:

Vaihe 4:

Vaihe 5:

Vaihe 6:

Vaihe 7:

Vaihe 8:

Vaihe 9:

Vaihe 10:

Vaihe 11:

Muista, etté kiteet voivat olla solunsisaisia!

Sentrifugoi ndyte 10 minuuttia 700 rpm.
Tarkista, ettd objektilasi seka peitinlasi ovat ehjat ja puhtaat.

Pipetoi 13pul solusedimenttid néyteputken pohjasta objektilasille ja peita

peitinlasilla.

Tarkenna nakokenttd, kayttden 10x objektiivia ja esim. hyvaa

kontrollilasia.
Saada iirishimmentimen arvoksi 0,5 (kuva 1)
Tyonna punalevy (kuva 2) paikoilleen (okulaarin alla, kuva 3).

Aseta polarisaattorilevy (kuva 4) kenttahimmentimen ylapuolelle (kuva
5).

Mikroskopoi néyte ensin x100 suurennuksella (10x objektiivi).

Mikroskopoi tarkasti koko néyte.

Mikroskopoi nayte x400 suurennuksella (40x objektiivi, merkattu Sy-
Kide, katso kuva 6). Mikroskopoi tarkasti koko néyte.

Jos néytteesta ei 10ydy kiteitd, vastaa Efficaan negatiivinen.

Jos ndytteesta 10ytyy Kiteitd, ja Kiteet ovat keltaiset ja samansuuntaisesti

kuin punalevy (klo. 17 kohti), kiteet ovat natriumuraattia.

Jos Kkiteet ovat sinisid punalevyn varrensuuntaisina, Kiteet ovat

kalsiumpyrofosfaattia.




Bild 1: Irisblandare

Bild 2: R6d kompensatorplatta

Bild 3: Plats for kompensatorplattan

Bild 5: Plats for polariserare

Bild 4: Polariserare

Bild 6: 40x objektiv

Bilaga 3



Bilaga 4

Artefakter




Bilaga 5

Natriumuratkristaller

Kalciumpyrofosfatkristaller




