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PALABRAS CLAVE Resumen

Técnicas de citologia; Objetivo: Evaluar el uso de base liquida de manera rutinaria para muestras no ginecologicas en
Estudios de nuestro laboratorio mediante una verificacion de la validacion y comparacion de caracteristi-
validacion; cas morfologicas y la concordancia diagnostica entre dos técnicas: citologia convencional por
Muestras no citocentrifugado (CS) y citologia de base liquida SurePath™ (CBL).

ginecologicas Metodologia: Consecutivamente se procesaron un total de 109 muestras no ginecoldgicas por las

dos técnicas, usando una sola muestra dividida, la mitad de la muestra para cada técnica. Todas
las laminas fueron revisadas por el mismo citopatélogo evaluando: celularidad, preservacion,
presencia de elementos que oscurecen (inflamacion, hemorragia, moco, otros) y presencia de
grupos de diagnostico para cada categoria de diagndstico final. Retrospectivamente se realizo
una evaluacion de conformidad con la biopsia de seguimiento cuando estaba disponible.
Resultados: Se observé una concordancia buena por categoria diagnostica en el 84% de las
muestras, con un indice Kappa bueno (0,65). La proporcion en categorias: negativo, atipicos y
positivas fue del 69%, 18% y 11% para citologia de base liquida y el 83%, 7% y 9% para citologia
convencional por citocentrifugado.

Conclusion: La citologia de base liquida es una técnica equiparable a la citologia convencional
por citocentrifugado (concordancia diagnostica buena, indice kappa 0,6) y es superior en calidad
ya que presenta una preservacion inmediata de la muestra, un fondo limpio y menos elementos
que oscurecen permitiendo un mejor examen morfoldgico.
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Comparison between cytocentrifugation techniques and liquid-based SurePath™ for
the processing of non-gynaecological specimens: validation check

Abstract

Objective: The objective of this study was to evaluate the routine use of liquid based cyto-
logy for non-gynecologic specimens in our laboratory, comparing morphological characteristics
and diagnostic agreement between the two techniques: conventional cytology cytospin, and

Study design: A total of 109 consecutive non-gynecologic specimens were processed, split into
two, and then prepared using the two techniques. All slides were reviewed by the same
cytopathologist, who evaluated: cellularity, preservation, obscuring elements (inflammation,
bleeding, mucus, etc.), and presence of diagnostic groups for each final diagnostic category.
When available, an evaluation of the biopsy was performed retrospectively.

Results: Good agreement was observed by diagnostic category in 84% of specimens, with a good
Kappa index (0.65). The proportion for each category: negative, atypical, and positive was 69%,
18%, and 11%, respectively, for cases processed by liquid-based cytology and 83%, 7%, and 9%,

Conclusion: Liquid based cytology is equivalent to conventional cytology cytospin when cases
are grouped by category (good agreement, kappa index 0.651), and is superior in quality because

the specimen is well preserved, has a clean background and fewer obscuring elements allowing

© 2016 Instituto Nacional de Cancerologia. Published by Elsevier Espaia, S.L.U. All rights reser-

specimens
SurePath liquid-based cytology.
respectively, for conventional cytology cytospin.
a better morphological examination.
ved.
Introduccion

El uso rutinario de la citologia de base liquida SurePath (CBL)
fue aprobado desde 1996 por la Administracion Federal de
Medicamentos y Alimentos de Estados Unidos (FDA) para
procesar muestras ginecologicas, posteriormente su uso se
difundié para el uso de muestras no ginecologicas.

La CBL es una técnica de enriquecimiento celular que
permite obtener las células dispuestas en monocapa o capa
delgada a partir de una muestra que se puede fijar inmedia-
tamente y por lo tanto esta bien preservada disminuyendo
los artefactos por desecacion asi como las muestras insatis-
factorias, ya que ademas de concentrar las células, reduce
la sangre, la inflamacion y el moco'. Otras ventajas adi-
cionales son la disminucion del tiempo de tamizaje por dos
motivos, uno por tener mejor calidad y el segundo por con-
centrar las células en un pequefio circulo de 13mm (CBL
SP), con niveles superiores de sensibilidad diagnostica y la
posibilidad de usar el material residual para estudios y/o
técnicas auxiliares como por ejemplo estudios de ADN para
deteccion del virus del papiloma humano, FISH o estudios de
inmunohistoquimica?3.

En la literatura el uso rutinario de CBL para procesar
muestras no ginecoldgicas es controversial, especialmente
en aspiraciones con aguja fina ACAF. Al procesar las mues-
tras pueden presentar diversos artefactos que cambian la
arquitectura usual de un extendido como la fragmentacion.
Igualmente se disminuye el material de fondo dificultando el
diagnostico en lesiones donde esta caracteristica es funda-
mental para el diagndstico como, por ejemplo, en muestras
de tiroides y neoplasias con matriz como las de glandulas
salivares. También se ha descrito como una técnica que a

pesar de tener buena calidad no justifica el sobrecosto,
sobre todo en muestras como las de orina*-. El presente
estudio tiene como objetivo evaluar el uso de base liquida
de manera rutinaria para muestras no ginecologicas en nues-
tro laboratorio mediante una verificacion de la validacién y
comparacion de caracteristicas morfoldgicas y la concordan-
cia diagndstica entre dos técnicas: citologia convencional
por citocentrifugado (CS) y citologia de base liquida Sure-
Path (CBL).

Métodos

Se realizd una revisidn retrospectiva de un total de
109 muestras no ginecologicas obtenidas consecutivamente,
usando una sola muestra dividida, la mitad de la muestra
para cada técnica evaluada primero por CBL y luego por
CS. Teniendo en cuenta que en patologia quirQrgica y en
citologia no existen estandares internacionales para revi-
sion de la validacion, el presente trabajo esta orientado
segln los parametros usados en patologia clinica de los
estandares americanos del Clinical Laboratory Improvement
Amendments (CLIA), para verificaciones de la valida-
cion de tipo cualitativo tomando como limite inferior 20
muestras’.

Las muestras correspondian a 48 mujeres y 62 hombres
entre los 11 y 80 anos de edad (edad media: 56 anos), y
fueron obtenidas por exfoliacion espontanea y/o aspiracion
con aguja fina y se incluyeron todas las muestras que
pudieran ser preservadas en un medio liquido. Las muestras
correspondieron a: 77 muestras de orina (0), 9 liquidos
peritoneales (LP), 6 lavados broncoalveolares (LBA), 6
liquidos pleurales (LPL), 5 liquidos cefalorraquideo (LCR),
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2 aspirados de la glandula tiroides (GT), 2 masas ovaricas
(OV), 1 aspirado de mama (S) y 1 quiste sistema nervioso
central (SNC). Cada muestra se dividié en dos y se proceso
mediante CBL y citologia convencional por citocentrifugado
(CS).

Las muestras para procesar por CS fueron examinadas
primero macroscopicamente retirando moco y coagulos.
Posteriormente se tomo6 con una pipeta de plastico de 4
a 6 gotas de la muestra en fresco y se coloco la muestra
en dos citoclips, los cuales fueron llevados a la centrifuga
de CS a 600rpm x 6 mn. Luego, se retiraron en posicion
vertical, una de las laminas se fijo6 en alcohol y se tind
con H&E y la otra lamina se fijo al aire y se tifnd con
Giemsa.

Las muestras procesadas mediante CBL fueron primero
agitadas para obtener una muestra homogeneizada, el moco
y los coagulos macroscopicamente visibles fueron elimina-
dos. Se evaluo el volumen recibido, si este era menor a 20 cc
se completaba hasta 40 cc con fijador (Cytorich), por el con-
trario si era un volumen mayor a 20 cc, la muestra se llevaba
a centrifugacion en fresco durante 10 min a 1866 rpm, y pos-
teriormente el sobrenadante se decant6. Sobre el material
concentrado se adiciono fijador (CytoRich blue o red segin
la presencia macroscopica de sangre, excepto en muestras
de orina) se llevo el volumen a 40 cc con previo vortex y se
dejo fijar el material por lo menos 30 min. La suspension en
fijador fue llevada a volumen de 40 cc y llevada a un segundo
ciclo de centrifugacion, 10 minutos a 1866 rpm. El sobrena-
dante se decantd y fue llevado al vortex por 5 segundos y
la muestra fue evaluada para la presencia de boton celu-
lar visible. Si no se observo formacion de botdn, se agrego
10 cc de buffer pH, vortex y se realizé transferencia del
material a tubo de 12 cc. Si el boton celular era visible se
tomaban 1 a 5 gotas de la muestra y se transferian a un tubo
de 12 cc, al cual se le agrego6 10 cc de buffer y vortex. Este
volumen de 10 cc fue llevado a una tercera centrifugacion
durante 10 min a 1866 rpm.

Se decant6 el sobrenadante, se homogenizo6 en el vor-
tex y se coloco en el procesador de BD-Prepstain cargado
con tubos premarcados de 12 cc. Se ejecutd el programa
de procesador PrepStain BD de muestras no ginecologicas
obteniendo dos laminas por caso a excepcion de los lava-
dos broncoalveolares, donde ademas se realizaron tinciones
especiales para hemosiderina, Gram, Ziehl Nielsen, PAS y
Gomori (por ambas técnicas). De cada rack Prep se decanto
el sobrenadante y uno a uno cada delimitador de campo fue
retirado, lavandose con etanol y Xilol sin exceder de 5min en

Tabla 1

este Gltimo. Las laminas fueron coloreadas con Papanicolau
y H&E.

Las laminas fueron revisadas por el mismo patélogo,
experto en el campo de citologia, quien evalué la celula-
ridad, preservacioén, presencia de elementos que oscurecen
y de grupos de diagnodstico en una escala de 0 a 3 cruces (+).
Los casos se clasificaron por categorias diagnosticas en nega-
tivo, atipico, positivo o no diagnostico para ambas técnicas.
Se compararon y correlacionaron de forma retrospectiva con
la histologia cuando estaba disponible.

El nivel de concordancia de las dos técnicas segun las
dos categorias fue calculado con el indice Kappa (GraphPad
Software, Inc.) considerando un indice de Kappa: <0,2 Con-
cordancia baja;>0,2 pero< =0,4 Aceptable;>0,4-<=0,6
Moderado; > 0,6- < =0,8 Bueno; >0,8- < =1 Excelente°.

Resultados

Los resultados al comparar cada categoria de diagnostico
mostraron 94 acuerdos correspondientes al 82,64% de las
observaciones (tabla 1). La concordancia diagnostica entre
las dos técnicas cuando se agruparon los diagnosticos por
categorias fue buena (indice Kappa=0,651 (95% Cl: 0,69-
0,79)).

Los 14 casos discordantes correspondieron a 11 O, 1 LBA,
1Sy 1LPE. Todos los casos estaban en la categoria negativa
por CS vs. 12 atipicos y 2 positivos en LBC-SP (tabla 2).

En relacion con las muestras de orina (O) discordantes
que presentaron grupos de células uroteliales (fig. 1A'y 1B)
y de las cuales se desconocia el método de recoleccion de
muestra, solo un paciente que presenté en su CBL de orina
un grupo de células uroteliales atipicas (fig. 1B) tenia corre-
lacion histoldgica positiva para carcinoma urotelial papilar
de bajo grado (fig. 1C). Con respecto a las otras orinas dis-
cordantes, dos de los diez pacientes tenian antecedente de
carcinoma urotelial. A todos los pacientes se les agregd una
nota que decia: ‘‘La presencia de grupos de células urote-
liales en una muestra de orina por miccion espontanea se
considera un hallazgo anormal y puede ser vista en casos
de instrumentacion, calculos o neoplasia urotelial de bajo
grado, correlacion clinica es necesaria’’.

El LBA discordante fue un caso negativo, pero que en
la coloracion de ZN por CBL mostré ocasionales bacilos
acido-alcohol resistentes que no estaban presentes en el ZN
por CS (fig. 1D).

Comparacion de los resultados obtenidos mediante citocentrifugado frente a citologia de base liquida

Citocentrifugado (CS)

Negativo Atipia Positivo Indeterminado/ Total
Insatisfactorio n(%)
Negativo 76 12 2 1 91(83,5)
Atipia 0 8 0 0 8(7,3)
Citologia Base Positivo 0 0 10 0 10(9,2)

Liquida Indeterminado/ 0 0 0 0 0 (0)
(CBL) Insatisfactorio

Total 76 (69,7) 20(18,5) 12(11,0)  1(0,8) 109 (100)
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Figura 1

1A. Orina CBL con grupo tridimensional de células uroteliales/ atipia de significado indeterminado (H&E 1000X) 1 B.

Orina CBL con fragmento tridimensional/ grupo de células uroteliales correspondientes a atipia de significado indeterminado (Pap
400X) 1 C. Biopsia de vejiga: seguimiento con carcinoma urotelial papilar de bajo grado (H&E 200X) 1 D. BAL CBL con ocasionales
bacilos acido alcohol resistentes (coloracion de ZN 1000X) 1E-1H. Seno, 1 E. muestra agregados de pequenas células hipercromaticas
compatibles con células ductales en fondo de quiste (CBL H&E 400X) 1 F. Grupos tridimensionales papilares atipicos (CBL Pap 400X y
1000X ventana) 1 G. (H&E 1000X) 1 H. Biopsia de seno compatible con adenoma de la lactancia (H&E 200X). 1 1. Liquido peritoneal
CS negativo y acelular (100X H&E) 1J. Liquido peritoneal CBL con ocasionales células atipicas con alta relacion N:C y nucleos
excéntricos sospechosos de carcinoma (H&E 1000X) 1 K. CBL Pap 1000X 1L. Histerectomia: compromiso uterino transmural por

carcinoma seroso (H&E 200X).

La aspiracion del quiste de seno mostro en el CS uni-
camente macréfagos sin representacion del componente
epitelial; sin embargo, en la CBL se observaron ademas del
fondo de quiste, agregados tridimensionales de células epi-
teliales hipercromaticas compatibles con células ductales
(fig. 1E) y algunos grupos tridimensionales papilares atipicos
con nucleos excéntricos, citoplasmas vacuolados y nucléolo
prominente (figs. 1F y 1G). Por los hallazgos atipicos se
recomendo biopsia que mostré un adenoma de la lactancia
(fig. 1H).

El Ultimo caso discordante correspondio a un liquido
peritoneal que en CS fue negativo y acelular (fig. 11) pero
en CBL mostro ocasionales células marcadamente atipicas
con alta relacion N:C y nlcleo excéntrico sospechosas para
carcinoma (figs. 1J y 1K). La paciente fue llevada a histe-
rectomia total, la cual fue positiva para carcinoma seroso
uterino con compromiso transmural (fig. 1L).

Solamente 16 casos del total de casos categorizados como
atipicos, sospechosos o positivos tenian seguimiento his-
toldgico. Cuando se compararon las caracteristicas de la
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Tabla 3 Evaluacion de conformidad entre los resultados
obtenidos por citologia convencional (CS) y en base liquida
(CBL) segun los diferentes criterios de calidad (n=109)

Aspectos de calidad Citocentrifugado Citologia de
CS base liquida
n (%) CBL (%)
Celularidad
0 Acelular 2 (2) 3(3)
1+Bajo 44 (40) 13 (12)
2 + + Moderado 49 (45) 28 (26)
3+ + +Alto 14 (13) 65 (59)
Artefacto por desecacion
No artefacto 32 (29) 102 (93)
1+Bajo 37 (34) 4 (4)
2 + + + Moderado 29 (27) 2 (2)
3+ + +Severo 11 (10) 1(1)
Grupos diagndsticos
1+Bajo 93 (85) 83 (76)
2 + + Moderado 12 (11) 10 (9)
3+ + + Abundante 4 (4) 16 (15)

Elementos que oscurecen (moco, sangre, PMN)
No elementos

1+Bajo 90 (82) 106 (97)
2 + + Moderado 6 (6) 1(1)
3+ + + Abundante 8 (7) 0 (0)
5(5) 2(2)
Calidad de tinciones
0 Acelular 0 (0) 0 (0)
1+ Pobre 1(1) 0 (0)
2 + +Regular 11 (10) 2 (2)
3+ + +Buena 97 (89) 107 (98)

muestra, la CBL fue superior a la CS ya que mostro mayor
celularidad, mejor preservacioén sin artefactos por deseca-
cion y ademas el 97% de los casos de CBL no tenian elementos
que oscurecen (inflamacion, sangre o moco) (tabla 3).

Discusion

La CBL para muestras ginecoldgicas se ha utilizado desde
1991 y desde entonces su uso se ha extendido en patologia'".
Su aplicacion a muestras no ginecoldgicas ha presentado
resultados contradictorios a favor y en contra de la CBL
sobre la CS®'2. Sin embargo, un amplio nimero de publica-
ciones coinciden con los resultados del presente estudio, en
donde la CBL permiti6 obtener una muestra de mejor calidad
con un extendido celular mas uniforme, menor artefacto por
desecacion, mayor celularidad o concentracion celular, dis-
minucion de elementos que oscurecen (moco, sangre, etc.)
y permitié preservar la morfologia celular ya que la muestra
es fijada inmediatamente. Lo anterior, facilitando el estudio
morfoldgico por parte del patdlogo al obtener muestras con
alta calidad de tinciones y de esta forma logrando disminuir
las muestras insatisfactorias o no diagnosticas’-%¢7:12-16,
Entre otras ventajas de la CBL también se incluye:
obtencion estandarizada de la muestra, facil transporte
al laboratorio, automatizacion completa o parcial del

procesamiento de la muestra, reduccion del nimero de
laminas por espécimen (1 a 9), reduccién en el tiempo
de interpretacion, posibilidad de preparar laminas adicio-
nales para coloraciones especiales, inmunohistoquimica y
pruebas moleculares, y finalmente las muestras pueden ser
almacenadas por periodos mas amplios en caso de requerir
estudios adicionales disminuyendo la repeticion del nimero
de procedimientos'? "3,

Aunque la mayor parte de los criterios citomorfologicos
utilizados para cualquier técnica en citologia son los mismos,
se ha observado que el procesamiento de las bases liquidas
en algun tipo de muestras, especialmente en aspiraciones
con agujas finas de algunos 6rganos o tumores como lo son
tiroides, tumores de la parotida como el adenoma pleomorfo
y tumores de hueso y tejidos blandos entre otros, se altera
el material del fondo el cual es algunas veces indispensable
para hacer un diagnoéstico adecuado. Esto dificulta la inter-
pretacion, y por lo tanto, requiere personal con experiencia
y estudios de validacion de las dos técnicas para poder reco-
nocer los cambios en la calidad y cantidad de este material®.
Otra desventaja es que la fijacion inmediata de la muestra
hace que el material residual no pueda ser usado para téc-
nicas que requieren tejido en fresco, como por ejemplo, la
citometria de flujo, cariotipo, y/o cultivos entre otros'3.

Los estudios que han comparado la CS con la CBL en mues-
tras no ginecologicas en su gran mayoria presentan evidencia
a favor de la CBL en términos de celularidad y citomor-
fometria, asociado ademas a una tasa menor de muestras
insatisfactorias'’. En el caso de la CBL se ha descrito como
una técnica mucho mas util y costo efectiva que los CS'8.
El aporte del presente trabajo radica en presentar nues-
tra experiencia en la verificacion de validacion de la CBL
en muestras no ginecoldgicas asi como incentivar su aplica-
cion en laboratorios colombianos. Sin embargo, destacamos
la necesidad de tener personal entrenado en CBL para evi-
tar el sobrediagndstico. El presente estudio fue Gnicamente
evaluado por un citopatoélogo que analizo las dos técnicas,
lo cual genera un sesgo de observacion ya que se puede
incrementar artificialmente el acuerdo entre las mismas.
Finalmente el presente estudio esta limitado por la escasa
evaluacion de conformidad con la histologia, ya que la gran
mayoria de los casos eran negativos y no requerian un pro-
cedimiento adicional y ademas no estaba disponible en la
totalidad de casos atipicos, sospechosos y/o positivos.

En conclusion la CBL tiene un rendimiento similar que
la CS cuando se comparan categorias diagndsticas con una
concordancia buena (Kappa=0,65) y ofrece una muestra
de calidad superior con: aumento de la celularidad, fija-
cion adecuada y disminucion de factores que oscurecen.
Nuestro estudio esta limitado debido a los pocos casos con
estudio histopatologico, ya que en la mayoria de los casos
cuando el diagnostico es negativo no se requiere un pro-
cedimiento de excisional adicional. Debido a esto, no es
posible estimar la sensibilidad o especificidad de cada téc-
nica con precision; sin embargo, en los casos en los cuales
se pudo evaluar la conformidad con la prueba gold standard
es posible concluir que la CBL fue mas precisa para con-
cluir casos verdaderos negativos, por lo cual es necesario
realizar estudios con mayor nimero de muestras. Considera-
mos que es indispensable realizar estudios de verificacion de
validacion y entrenamiento para aprender a interpretar los
artefactos de procesamiento y disminucion de material de
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fondo principalmente en muestras de aspiracion con aguja
fina.
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