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Resumen

Objetivo: estandarizar latécnicadecitologiaen baseliquidamediante el uso del medio fijador (BDSUREPAth)
y de citocentrifuga e identificar las posibles ventaj as sobr e citologia convencional en muestra compartida
de tomas cervicouterinas. Meétodos: seincluyeron 92 muestras de mujeres que asistieron a las campafias
del programa de proyeccion social de la Fundacion Universitaria de Ciencias de la Salud, Bogota DC,
Colombia. Resultados: delas 92 muestras, 89 fuer on negativas para citologia convencional y 75 para base
liguida, observandose un mayor nimer o de casos con anor malidades en células escamosas en citologia en
base liquida. Conclusiones: las células escamosas mantienen su tonalidad citoplasmatica siendo bastfilas
o aciddfilas, conservando lo transltcido delos citoplasmas; las células glandular es preservan su patrén en
panal de abejas o empalizada. M ediante citologia en base liquida se obtienen fondos mas limpios, |as ati-
piasdelas células epiteliales fuer on masfaciles deidentificar al igual que los microor ganismos patégenos.

Palabras clave: citologia, citologia convencional, citologia base liquida.

Abreviaturas: VPH, virus del papiloma humano; ASC-US, células escamosas atipicas de significado inde-
terminado.

CONVENTIONAL AND LIQUID-BASED CYTOLOGY IN SHARED
CERVICAL SAMPLES

Objective: to standardize the use of BD SurePath and centrifuged liquid-based cytology and identify possible advan-
tages over the use of conventional cytology by comparing results on shared cervical samples analysis. Methods: we
included 92 samples collected from women who attended the social projection campaign conducted by Fundacion
Universitaria de Ciencias de la Salud, Bogota DC, Colombia. Results: out of the 92 samples, 89 were negative by
conventional cytology and 75 by liquid-based cytology, evidencing a greater number of cases where squamous cell
anomalies were detected using liquid-based cytology. Conclusions: squamous cells cytoplasma maintains its tone, being
basophilic and acidophilic, conserving translucence; glandular cells preserve their honeycomb or palisade pattern.
Liquid-based cytology gives a more clean background and improves identification of epithelial cell atypia as well as
pathogenic microorganisms.
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Citologia convencional y en base liquida en muestra compartida de tomas cervicouterinas

Introduccion

El Dr. George Papanicolaou introdujo la técnica de
citologia cervicouterina como una ayuda diagnostica
y la American Cancer Society le concedi6 el aval por
considerarla un apoyo eficaz para la prevencion de
lesiones premalignasy malignas del cuello uterino.!
Este método se mantuvo por varias décadas hasta
los afios 80, cuando el aporte cientifico y tecnol 6gico
modificd la citologia convencional en busca de téc-
nicas complementarias més sensibles y reproducibles
como €l andlisis de ADN, la hibridacion in situ y la
modificacién de la citologia convencional por la de
base liquida. Estos aportes ayudan aexplicar el com-
portamiento bioldgico de la enfermedad y la posible
asociacion con virus del papilomahumano considerado
como el agente causal més importante en laaparicion
de esta.?®> Ademés, la base liquida se usa para € es-
tudio de citologia no ginecolégica, exfoliativa o por
punci én-aspiracidn en otras regiones anatdmicas, per-
mitiendo la posibilidad de elaborar bloques celulares
a partir de la muestra residual .5° También, facilita el
diagnostico a distancia, la interconsulta de casos y
el apoyo a docencia en el campo virtual por permitir
imagenes libres de células inflamatoriasy detritus bi-
ol 6gicos. 101t

En citologiaconvencional lano capturadelatotalidad
de lamuestra se debe a que en los elementos de toma
se desecha cerca del 80% de la muestra, deficiencia
gue en parte explica la generacion de falsos negati-
vost213; ademas de esta, la fijacion incompleta por
causade extendidos gruesos dalugar aunacoloracion
defectuosa.

De igual manera, la distribucién no aleatoria de las
células epiteliales imposibilita su andlisis a quedar
atrapadas por el moco u ocultas por lainflamacion y
la sangre, impidiendo la visualizacion de las céulas
problemaen deterioro delacalidad diagnostica.****Las
investigaciones y los estudios realizados en  paises
industrializados paramejorar la calidad en latoma, €l
proceso y lainterpretacion delacitologiaginecol égica,
Ilevaron ala aprobacién de algunas técnicas comple-
mentarias. Esasi como en los Estados UnidoslaFDA
(The Food and Drug Administration) aprob6 en mayo

de 1966 la ThinPrep y en junio de 1999 la SurePath
como métodos alternativos para citologia en esta mo-
dalidad.’®* Mediante e uso de esta técnica, con una
misma muestra se pueden realizar preparaciones para
citologia, prueba molecular para agentes infecciosos
como VPH, andlisis de ADN, inmunohistoquimica 'y
blogue celular. En caso de un diagnostico dudoso, fa-
cilitalareutilizacion de la muestra para citologia. '8

El objetivo de este trabajo fue estandarizar la técnica
decitologiaen base liquidamediante el uso del medio
fijador (BDSUREPAth) y de citocentrifugaeidentificar
las posibles ventajas sobre citologia convenciona en
92 extendidos cervicouterinos de mujeres que asisti-
eron alas campafias del programa de proyeccién social
delaFundacion Universitariade Cienciasdela Salud,
Bogota DC, Colombia.

Materiales y métodos

En el presente estudio seincluyeron mujeres mayores
de 18 afos con vida sexual activay que aceptaron
firmar el respectivo consentimiento informado. Sere-
colectan 92 muestras cervicouterinas de mujeres que
asistieron alas campafias en LaMesa (Cundinamarca),
Hospital de San José y Centro Social, del programa
de proyeccién socia delaFacultad de Citohistologia
delaFundacion Universitaria de Ciencias de la Salud
(FUCYS). Unavez diligenciado el formato de recolec-
cion de datos de acuerdo con la reglamentacion,**
se hizo primero la toma de la citologia convencional
y el material residual almacenado en los elementos
usados se guardd en un vial que contenia la solucion
comercial.

Para estandarizar esta técnica manual de citologia en
base liquida utilizando el material residual, fue nece-
sariaparalapreservacion de las muestras unasolucion
fijadoraBDSurePath (liquid-based Pap test) delacasa
comercia Becton Dickinson (via con etanol) y para
obtener e botén de la muestra se recurrié a una ci-
tocentrifuga (Cytospin 4 Thermo Scientific®) como
método alterno al que ofrecen las casas comerciales, y
por ultimo el material fuefijado deinmediato y quedd
extendido en un &rea de 6 mm de diametro.
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Citologia convencional y en base liquida en muestra compartida de tomas cervicouterinas

Material para citologia
convencional

El material epitelial del exo y endocervix se exten-
di6 sobre un portaobjeto de vidrio rotulado con los
datos de identificacion dela paciente y deinmediato
sefij6 con unasolucion comercial paratal fin (Cyto-
spray) a una distancia de unos 30 cmde la muestra
para no estallar las células e impedir |a desecacion
del material biol dgico. Estas preparaciones acompa-
fladas de su correspondiente formato de recoleccién
diligenciado con los datos de historia de |a paciente,
fuellevado al laboratorio parael estudio de citologia
convencional.

Material para citologia en base
liquida

Lamuestraparalacitologiaen base liquidase guardd
en un via identificado con los datos de la paciente,
junto con laespéatuladeAyrey el citocepillo utilizados
en las tomas de la citologia convencional (muestra
residual compartida, no directo al vial). Losviaesse
almacenaron por un lapso aproximado de cuatro meses
a4°C. Después las muestras fueron procesadas en una
citocentrifuga de acuerdo con las recomendacionesde
la casa comercial.

Para definir la cantidad de muestra se realizaron
pruebas con 100 uL y 200 uL; con la primera los
extendidos fueron escasos en células epiteliales y
con 200 uL lainterpretacion en algunas muestras no
fue adecuada por la superposicion celular. En otras
muestras el botén de la preparacion se desprendio
en el transcurso de la coloracion quedando escaso
material, siendo acelular la preparacion. Lacantidad
de muestra empleada para cada caso fue de 150 uL,
volumen que se deposit6 en una camara (Cytofunnel)
y luego se centrifugd a 1.000 rpm por 5 minutos. El
proceso de centrifugacion por latécnica de transfe-
renciade células de una suspension aunasuperficie,
permite separar las células del componente liquido
transportandolas en forma directaal portaobjeto por
la fuerza centrifuga, para que puedan quedar apla-
nadas y adheridas en un &rea de mas 0 menos 6 mm
paraser fijadasy coloreadas. Laparte liquida de esta

solucién que acomparia la muestra se absorbe y se
retiene dentro del filtro.3:2

Coloracion-tincion

Las preparaciones tanto de la citologia convenciona
como de base liquida fueron tefiidas con la colora-
cion de Papanicolaou y su andlisis se hizo de acuerdo
con la clasificacion Bethesda. Las de base liquida se
examinaron bajo los parametros de bueno, regular
y malo, teniendo en cuenta los pasos de la técnica
como fijacion, coloraciony fondo delapreparacion. La
morfologia celular fue analizada en cuanto al nucleo,
citoplasma y relacion entre estos dos. También fue
importante evaluar lacalidad de lamuestra de acuerdo
con los parametros establecidos por la clasificacion
Bethesda: 1) satisfactoria con células endocervicales
0 zona de transformacion; 2) satisfactoria sin células
endocervicales o zona de transformacion; 3) insa-
tisfactoria procesada y examinada y 4) rechazada o
no procesada. En la categorizacién general, para la
interpretacion del resultado: 1) negativo para lesion
intraepitelial 0 malignidad; 2) anormalidades de cé-
lulas epiteliales (escamosas y glandulares) y 3) flora
patogena (Figura 1).

Interpretacion

Las muestras de las citologias convencionales fueron
analizadas por unacitohistloga con masdediez afios
de experiencia. Los casos con ASC-US, con lesion
escamosa intraepitelial de bajo grado y el control in-
terno del 10% para las citologias negativas, fueron
revisados por un patologo. Losandlisisrealizadosalas
citologias en base liquida también fueron hechos por
otra citohistéloga con similares afios de experiencia
en un gjercicio doble ciego. Los casos clasificados
como ASC-US con lesiones escamosas intraepiteliales
y €l control interno del 10% para casos negativos, |os
analizé un segundo patologo.

Resultados

Laevaluacion delacaidad delamuestra en extendi-
dos convencionalesy citologialiquida por medio del
sistema Bethesda mostré mejor calidad enlos primeros
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(Tabla1). Al comparar lacalidad de las 92 muestras
gue equivalen a100%, seisfueron insatisfactorias para
latécnicabase liquidafrente a 0% de la convencional
(Tabla2). Del total (92) por latécnicade baseliquida
fueron catalogadas seis ASC-USYy dos |esiones esca-
mosas intraepiteliales de bajo grado més que por la
citologia convencional (Tabla 3). Lacomparacién de
ladistribucion de acuerdo con laclasificacion Bethesda
en cadatécnica con €l total de 92 muestras se analiza
enlaTabla4.

Discusion

En esta primera experienciade trabgjar con la modifi-
cacién de latécnica de citologia (en base liquida), en
muestra compartida no directo al vial, se observo una
mejor calidad de la muestra en cuanto a coloracion
uniformey preservacion morfolégica. Caso diferente
al hablar de calidad de lamuestraen cuanto arepresen-
tacion celular; donde el material del canal endocervical
estuvo pobremente representado por células endocervi-
cales o células metapl &si cas (zona de transformacion).
Esta diferencia se explica por laimposibilidad a no
guardar el 100% de la toma cervicouterina (directo
a vial). En este estudio se tuvo en cuenta la reco-

mendacién de Bethesda: “minimo aproximado de al
menos 5.000 células escamosas bien conservadas que
se reconocen adecuadamente,” para aceptar el caso
como satisfactorio. También, larealizacion delatoma
de la muestra en cada caso determina un factor muy
importante en los hallazgos, |o que plantealanecesidad
y laimportancia de |a estandarizacion de unatécnica.

La importancia de la representacion epitelial de esta
region anatdmica en los extendidos vaginales radica
en el tropismo del VPH por las células metaplasicas
einmadurasy |os posibles cambios morfol gicos que
se producen y son clasificados por Bethesda como:
“anormalidades de células epiteliales”. En el anélisis
de las muestras por base liquida, se registraron mas
casos como ASC-US y lesion de bgjo grado. Esta
diferencia en los hallazgos de los resultados con
respecto a la convencional, es motivo de discusion
en laliteratura, yaque en algunos estudios las atipias
en base liquida van en aumento y en otros se reporta
su disminucion.

El andlisisy lainterpretacion de la citologia en base
liquidamediante el uso delatécnicade citocentrifuga-
cion, crealanecesidad de un adiestramiento visual para

Figuras I.A, B y C. Imagenes tomadas de las preparaciones por base liquida. A) Células escamosas de tipo superficial, B)

coilocitos y C) flora patégena (tricomonas).

Tabla |. Evaluacion de la calidad de la muestra (Bethesda)

Interpretacion n (%) C.C.* B.L.T Total muestras
Satisfactoria con glandulares 77 (83.7) 59 (64.13) 92
Satisfactoria sin glandulares 15 (16.3) 27 (29.35) 92
Insatisfactoria 0 6 (6.52) 92

*  Citologia convencional; T citologia en base liquida.
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Tabla 2. Comparacion de la calidad (convencional y base liquida)

Observador citologia base liquida n(%)

Observador citologia convencional

Satisfactoria con células
endocervicales y zona

Satisfactoria sin células
endocervicales ni zona

Insatisfactoria

n(%) de transformacion n (%) | de transformacion n(%)
Insatisfactoria 6(6,52) 0 2(14,2) 4(5,1)
Satisfactoria sin células
endocervicales y zona de 27(29,35) 0 11(78,6) 16(20,5)
transformacién
Satisfactoria con células
endocervicales y zona de 59(64,13) 0 1(7,1) 58(74,4)
transformacion.
Total 92(100) 0 14(100) 78(100)

Tabla 3. Clasificacion con base liquida

Interpretacion Total
n(%) muestras
Negativa 89 (96,74) | 75 (81,52) 92
ASC-US # 2(2,17) 8 (8,70) 92
LEIBG § I (1,09) 3 (3,26) 92
Insatisfactoria 0 6 (6,52) 92

* Citologia convencional; 1 Citologia base liquida; 1 Células escamosas
atipicas de significado indeterminado; § lesién escamosa intraepitelial de
bajo grado.

Tabla 4. Comparacion de las técnicas

Observador citologia
convencional n(%)

Observador citologia

base liquida n(%) Negativa | ASC-US* | LEIBGt
n(%) n(%) n(%)
Negativa 75(81,5) | 75(84,3) 0 0
ASC-US* 887) | 6(67) 2(100) 0
LEIBGH 333) | 222 0 1(100)
Insatisfactoria 6 (6,5) 6(6,7) 0 0
Total 92(100) | 89 (100) | 2(100) 1(100)

*Células escamosas atipicas de significado indeterminado; { Lesion escamosa
intraepitelial de bajo grado.

poder interpretar un ligero aumento del tamafio celular
sin alteracion de larelacién nicleo y citoplasma, que
se explica por la fuerza centrifuga utilizada para el
transporte de las célulasy la adhesion a portaobje-
to. El entrenamiento visual esimportante porgue esta
técnicapermite unamejor definicion del componente
morfol6gico como detalle mas claro de la cromatina,
asi como cromocentros y nucléolos més visibles, ca-
racteristicas que no son tan prominentesen lacitologia

convencional. Las tonalidades de los citoplasmas de
acuerdo con el grado de maduracion, se mantuvie-
ron tomando una basdfila (azul) o aciddfila (rosada)
y lascélulasintermediasy superficiaesconservaron|o
translcido y brillante del gran citoplasma que poseen.
Las células glandulares endocervical es se observaron
con la forma usual de “panal de abejas”, en empalizada
0 aisladas, similares alas de las muestras convencio-
nales. Llamo laatencion las mejoras obtenidasen los
fondos de los extendidos que estuvieron libres de
sangre y moco, solo se observaron células inflama-
torias, hallazgo normal ya que la técnica utilizada
no tenia como objetivo eliminarlas. Las atipias de
las células epiteliales en base liquida fueron mas
faciles de identificar al carecer de elementos que
las ocultaran como el moco y la sangre; las irregu-
laridades de los nlcleos son faciles de observar , de
igual forma que el contorno nuclear irregular, asi
también los halos perinucleares (Figura 1B) y la
atipia de las células escamosas, que muestran una
ligera alteracion de larelacion nicleo y citoplasma
debido a agrandamiento del nucleo (dos veces y
mediamas que el tamafio de unacélulaintermedia),
clasificacion segin Bethesda.®

Dentro de laflora patégena hallada en éstas muestras
se observaron Actinomyces (sp) y flora bacteriana su-
gestiva de vaginosis, microorganismos que también
estuvieron presentes en |os extendidos convencional es.
LaTrichomonavaginalis (Figura 1C) solo seregistro
en la citologia en base liquida utilizando los criterios
morfol 6gicos asociados con esta infeccidn.?* 3
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Enlaactualidad laadquisicion por parte delaFacultad
de Citohistologia del equipo manual para la técnica
de base liquida de la casa comercial Becton Dickin-
son, Nos permite enriquecer nuestra experienciaen el
campo de lainvestigacion, proponiendo nuevostemas
tanto en citologia vaginal como no ginecoldgica, y la
aplicacion de otras técnicas como la prueba de detec-
cion del HPV.*:3%

Haciendo una revision acerca del tema se encuentra
una publicacion del Ministerio de Salud y Proteccion
Social y del Instituto Naciona de Cancerologia Em-
presa Social del Estado en su “PLAN NACIONAL
PARA EL CONTROL DEL CANCER EN COLOM-
BIA 2012-2020”. Se plantea una propuesta para 2013
sobre la transicién de la tamizacién de cancer de
cuello uterino, de citologia a pruebas moleculares de
deteccion temprana de VPH en las cinco principales
ciudades del pais (Bogoté, Medellin, Cali, Barranquilla
y Bucaramanga)”. Con ello se ratifica la necesidad de
reemplazar la citologia convencional por la de base
liquiday el uso de pruebas complementarias méas sen-
sibles y reproducibles, donde la citologia no estaria
como prueba primaria paratamizaje, sino como ayuda
en |os casos de control para mujeres con diagndsticos
de ASC-US y anomalias de células epiteliales, que
seriaun trabajo en conjunto de aplicacién de estas téc-
nicas. El cambio obligaalos profesionalesaampliar su
conocimiento en la aplicacién de nuevas tecnologias
y en el mangjo de los resultados.
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