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RESUMEN

Se disefd y ejecutd un programa educativo y voluntario, para evaluar la competencia en
morfologia hematica, mediante el suministro de 4 frotis sanguineos remitidos a los laboratorios
participantes en dos envios. La evaluacidon se basd en la concordancia entre los hallazgos
morfoldgicos mas destacados de los frotis, seflalados por el participante y lo declarado como



referencia, establecida por el “consenso de pares expertos”. El desempefo se categorizd en tres
niveles (excelente, aceptable y pobre), y el 81,3% de los reportes entregaron resultados excelentes
y aceptables. La dindmica enfrentd a los participantes con frotis complejos, que motivd la
reflexion y documentacion bibliografica-visual; suministré una evidencia de la competencia en
morfologia hematica, da la oportunidad de elaborar archivos de ldminas documentados, vy
proporciond una excelente herramienta de educacidon continua para la destreza morfoldgica.
Recomendamos continuarlo en forma sistematica y extenderlo a un mayor ndmero de
participantes.

PALABRAS CLAVE: frotis sanguineo, morfologia hematica, evaluacion externa de la calidad,
desempefo laboratorio, control de calidad, calidad de los resultados de laboratorio.

EXTERNAL QUALITY ASSESSMENT SCHEME FOR BLOOD MORPHOLOGY. DESICN AND SURVEY

SUMMARY

We designed and conducted an educational and voluntary program to evaluate the quality of
blood morphology identification in venezuelan clinical laboratories. Laboratories had to identify
blood cells in 4 slides of peripheral blood smears, submitted to laboratory participants in two
shippings. Acceptable performance was determined by agreement between the most
outstanding morphological features on the smear, pointed out by the participant and that
declared as reference by the “consensus experts peer group”. The performance was graded in
three levels (excellent, acceptable and poor), and 813 % of the reports showed excellent and
acceptable results. Participants were confronted with complex blood smears that motivated
analysis and search of bibliographical-visual documentation; We feel that the use of this test will
provide an opportunity to develop slide libraries, which could be an excellent tool for continuing
education on morphological skills. We recommend the use of this test on a regular basis, and
extend it to a bigger number of participants.

KEY WORDS: Blood film, Blood film morphology, external quality assessment, laboratory
performance, quality control, quality laboratory results.

PROGRAMA DE E\[ALUACION EXTERNA DE LA CALIDAD EN MORFQLOGI'A
HEMATICA. DISENO Y EXPERIENCIA EN LABORATORIOS CLINICOS
VENEZOLANOS.

INTRODUCCION

El frotis de sangre periférica constituye una valiosa herramienta en el diagndstico de un gran
numero de patologias. Es utilizado para obtener el diferencial leucocitario, observar la
distribucion de los elementos formes, descubrir la presencia de células inusuales y estudiar la
morfologia de los gldbulos rojos, las plaquetas y los leucocitos, reveladas con la tincion de
Romanoswky, que junto con la clinica del paciente orientan al médico, para la realizacion de
examenes subsecuentes mas especificos; y que en ciertos casos puede establecer una buena
impresion diagnaostico (1).

El frotis de sangre periférica no es una técnica analitica, por lo que no puede ser calibrada, ni
controlado por materiales disefiados para tal fin. Requiere de un procedimiento estandarizado y
un personal con pericia para la elaboracion, coloracidén y observacidon del frotis (2, 3). Su



observacion esta ligada a cierto grado de subjetividad, que sumado al bajo numero de células
visualizadas (que genera una gran imprecision), en algunas ocasiones producen resultados
discordantes. Para aumentar la confiabilidad se requiere la capacitacidon y participacion en
“Programas de Evaluacion Externa de la Calidad" (PEEC) que valoren la morfologia hematica y
promuevan la educacion del bioanalista, para asi alcanzar la uniformidad en los resultados de los
mMismos (4, 5, 6)

En los diversos paises del mundo las sociedades de profesionales del laboratorio clinico,
ministerios de salud y universidades, han fungido como entes organizadores y han
implementado estos programas de comparacion. En nuestro pais, el entonces Ministerio de
Sanidad y Asistencia Social, suministré de manera esporadica frotis de sangre periférica entre
afos de 1988 y 1998 a fin evaluar a sus laboratorios adscritos (7). Actualmente éste, ni ningun otro
programa en morfologia hematica estan disponibles en nuestro pais.

El propdsito de esta investigacion es disefiar y ensayar un Programa de Evaluacion Externa de la
Calidad (PEEC) en morfologia hematica, para aplicar a los laboratorios clinicos de Venezuela.

MATERIALES Y METODOS

El disefio del PEEC en morfologia hematica se realizé de acuerdo a los lineamientos plasmados
por la Organizacion Mundial de la Salud (4), la Guia ISO/IEC 43-11997 (desarrollo vy
funcionamiento de programas de ensayo de aptitud) (8) y las guias elaboradas por el Grupo de
Trabajo en Hematologia del Comité Europeo Externo para Programas de Evaluacién Externa de
la Calidad de Laboratorios de Medicina (9, 10)

Los objetivos del programa, las responsabilidades del centro organizador y los participantes
fueron definidos, asi como toda la documentaciéon necesaria para el funcionamiento del
programa, tales como el “Protocolo de elaboracién de frotis sanguineos”, los “Criterios de calidad
del frotis sanguineo” cuyo objetivo es estandarizar la preparacion y seleccion de los frotis. Se
establecid como centro organizador la Catedra de Hematologia de la Escuela de Bioanalisis de la
Universidad Central de Venezuela, y los participantes fueron laboratorios clinicos de Venezuela
qgue empleen el frotis sanguineo dentro de sus procedimientos habituales. EI muestreo de los
participantes fue no probabilistico, circunstancial y sin norma. No se contempld la asignacion de
CUpPOS segun la zona geografica, solo se quiso obtener el mayor numero de participantes. El
material de evaluacion lo constituyo el frotis de sangre periférica, por medio del cual se evaludo la
competencia de reconocimiento en morfologia hematica, desde el punto de vista de los
hallazgos mMas representativos observados en los frotis sanguineos suministrados. Las
competencias a considerar fueron las siguientes: a) reconoce la morfologia normal e identificar
anormalidades hematicas y no hematicas (parasitos), b) jerarquizar por importancia clinica las
anormalidades hematicas.

Los frotis se prepararon con muestras de sangre total, tomadas en tubos al vacio con K2EDTA
(Becton Dickinson Vacuntainer Systems), provenientes de pacientes después de realizado el
examen solicitado. Se elaboraron mas de 50 frotis de sangre periférica en laminas portaobjeto,
gue fueron fijados y coloreados por tincidn de Wrigth, mediante el empleo de un coloreador
automatico Hema-Tek (Biosigma).

La asignacion del valor de referencia al material de evaluacion fue realizada mediante el
consenso de un grupo compuesto por cinco arbitros. A cada arbitro, morfélogo de reconocida
pericia (profesores de la Catedra de Hematologia de la Escuela de Bioanalisis, UCV) se le



suministro el material de evaluacion (seleccionado al azar), quién de manera independiente
comprobo la aceptabilidad, segun los criterios establecidos. Y realizé la visualizacion y diferencial
leucocitario siguiendo los lineamientos del “Instructivo para los arbitros”. Para unificar criterios de
reporte emplearon el mismo formato que los participantes, y basado en diferentes fuentes
bibliograficas (11, 12) se les suministrd un “listado de los hallazgos morfolégicos” posibles de
observar en el frotis de sangre periférica que incluyd anormalidades morfoldgicas de la serie roja
(tamano, forma, color, inclusiones, distribucion, presencia de elementos inmaduros), de la serie
blanca (nUmero, inclusiones, variantes de leucocitos, elementos inmaduros), plaguetas (ndmero,
tamanfo, distribucion, caracteristicas celulares); y otros elementos que pueden ser evidenciados
en un frotis de sangre periférica, tales como el Plasmodium. A partir del listado suministrado los
arbitros seleccionaron los cinco hallazgos mas resaltantes del frotis, en caso de existir tal nUmero
de hallazgos.

El Coordinador compild los resultados individuales, obtuvo los valores medios y convoco a los
arbitros a una reunion para definir por consenso el valor de referencia. En morfologia hematica
se definieron los cinco hallazgos (en caso de existir tal nUmero) de la siguiente manera: a)
considerados de consenso aquellos hallazgos con una concordancia entre los arbitros igual o
mayor al 80% (13); b) hallazgos con menor concordancia fueron discutidos hasta lograr el
consenso, mediante: la visualizacion del frotis, revision de todos los reportes, opiniones, el
diagndstico presuntivo y la hematologia completa. Para el diferencial leucocitario el valor de
referencia se establecio como el intervalo de confianza del 95% para el valor consenso obtenido,
definido como la media aritmética de los arbitros para cada linea celular (redondeado al valor
entero). Para satisfacer criterios estadisticos, cada arbitro realizd el diferencial en base a un
minimo de 200 células, verificando ademas la exactitud del recuento obtenido mediante el
empleo de graficos de envolturas del 95% y 99% de confianza para un recuento determinado (14).
Los frotis fueron debidamente embalados, utilizando para ello lamineros portéatiles disefados y
elaborados especialmente para tal fin. El paguete ademas inclufa los siguientes documentos: a)
“Instructivo para los participantes” (instrucciones de procesamiento del material de evaluacion,
instrucciones de llenado del formato de reporte y las instrucciones de envio de los resultados al
organizador (FAX, correo, e-mail); b) “Formato de reporte” y c¢) “Listado de hallazgos
morfologicos”.

Los resultados emitidos por cada participante fueron contrastados con el valor de referencia
dado por el consenso de los arbitros. A partir del contraste se obtuvo el nivel de desemperfio de
cada participante. Se establecieron tres niveles de desempeno: a) si el participante concuerda en
dos tercios 0 mas con los arbitros se clasifico como “excelente”, b) si concuerda en menos o igual
a un tercio se clasificd como “aceptable”, ¢) si los resultados del participante son discordantes se
clasificé como “pobre”.

Se realizé un “informe final’, de caracter confidencial a cada participante, que incluyd a)
informacion general de la participacion (total de participantes, participantes que respondieron a
la dindmica); b) resultados para la morfologia hematica que incluyd los hallazgos morfolégicos de
referencia y los sefalados por el participante, asi como un grafico con los hallazgos sefalados por
todos los participantes y los considerados de referencia; ¢) el desempeno obtenido para la
morfologia hematica y recomendaciones a seguir para mejorar su competencia (basadas en el
desempefo obtenido y lo considerado por el coordinador); d) los resultados del diferencial
leucocitario (resultados de referencia, media de los participantes, el rango de los participantes y
los resultados individuales).

Durante el ano 2006 se realizaron dos envios, cada uno de ellos contd con dos frotis obtenidos de



pacientes con diferentes alteraciones hematoldgicas. Para el primer envio (0106) se invitd a
participar a 48 laboratorios clinicos del Area Metropolitana de Caracas, cinco nunca contestaron y
tres rechazaron participar alegando (uno de ellos por falta de microscopio y los otros dos
deficiencia en las especificaciones del microscopio para la observacion de frotis). Con la finalidad
de ampliar el campo de acciéon del programa, para el segundo envio (0206) se practico una
invitacion a nivel nacional (mediante panfletos en Congreso Nacional de Bioanalistas), sin
embargo para este envio solo participaron 42 laboratorios. La entrega del primer envio se realizo
mediante visita del investigador a cada laboratorio en un mismo dia, mientras que para el
segundo envio se realizo mediante correo publico y certificado. El tiempo para observar el
material de evaluacion fue de una semana para el primer envio y de dos semanas para el
segundo. EI manejo de los datos y la estadistica descriptiva fue realizado en el programa
Microsoft Excel 2003.

RESULTADOS

El valor de referencia de la morfologia hematica y el diferencial leucocitario obtenido a partir del
consenso de los arbitros para los materiales de evaluacion utilizados en los dos envios realizados
se muestran en lastablasly 2.

GEM GLM APC MTC REF
3,80 3,25 150 150 030
3,65 2,85 1,65 135 0,70
Col/Cre 4,20 2,75 185 1,25 085
3,70 3,05 2,00 1,10 0,75
4,00 2,50 1,90 155 095
0,75 0,85 095 130 150
0,60 080 0,75 1,25 165
NAA/Cre 0,50 0,75 0,50 1,20 1,70
080 0,90 098 135 1,80
0,65 0,70 087 1,20 1,75
6,00 0,00 0,00 10,00 0,00
6,50 0,00 0,00 8,00 0,00
Lac/Cre 5,00 0,75 0,00 9,50 0,00
4,75 0,90 0,00 11,00 0,00
4,00 0,70 0,00 850 0,00
5,00 2,00 0,00 6,50 0,00
4,20 150 0,00 4,75 0,00
Lip/Cre 3,70 2,50 0,00 5,00 0,00
4,75 1,30 0,00 5,50 0,00

4,00 1,40 0,00 6,00 0,00




Tabia 2

Antecedentes Personales de los pacientes del servicio de
Medicina Interna Hospital Joaquina de Rotondaro 2010

Antecedentes personales Fememna (%) Masculina (%) Total (%)

Trastornos menstruales 50 (48) 1] {0) 50 (23.8)
Consume Inhibidores H2 40 (38,4} 10 (3,43 50 {23.8)
Alcchol* {0} 32 (30,1) 32 (15.2)
Trastomos digestivos (0} 56 (52.8) 56 (26,8)
Enfermedad Subvacente {0 3 {7.5) 5 (3.8)
(IRC}

Noantecedentes 14 (13,4) 0 ) 14 (6.6)
Total 104 (99.8) 106 (99,8) 210  (100)

* Pacientes tambien refifieronmala alimentaciéon.
Fuente: datos obtenidos de estudio deinvestigacion

La aceptacion de los recuentos para cada linea celular por cada arbitro y el valor medio de éstos
(consenso), se encuentran dentro de intervalo de confianza del 95% e incluso dentro del 99% de
confianza para todos los frotis, segun las graficas de envolturas elaboradas (gréficas no
mostradas).

La participacion y la respuesta de los participantes a los envios efectuados se compilan en la
tabla 3.

La mayoria de los participantes enviaron sus resultados al centro organizador via FAX (datos no
mostrados). El desempefo obtenido por los participantes se muestra en la tabla 4, en la que se
evidencia que la gran mayoria de los participantes obtuvieron desempefos entre aceptables y
excelentes.

Tabla4 . Desempeno de los participantes para los materiales de
evaluacion suministrados.

0106M1 0106M2 0206M1 0206M2

Desempenio n % n %o n S n %
Excelentia 11 44.0 9 39,1 2 12,5 4 25,0
Acepiabie 14 56,0 13 56,5 13 81.25 9 56,3
Pobre 0 0 1 4.3 1 6,25 2 12,5
Mo contestd 0 0 0 0 0 0 1 63
Total de

participantes 25 100 23 100 16 100 16 100




Problemas de embalaje se detectaron en el envio 0106 en el que dos participantes recibieron el
material de evaluacién por duplicado, por lo que solo fueron evaluados para el Unico frotis
suministrado. En el envio 0206 cuatro participantes recibieron el material roto, debido al sistema
de transporte empleado, por lo que fueron excluidos de la dinamica de evaluacion: y otro de los
participantes no reporto el frotis 0206M?2.

DISCUSION

Los PEEC en morfologia hematica no evallan un instrumento analitico, constituyen una
interfase entre el desempeno técnico, la experticia profesional y el criterio clinico (15), lo que
convierte al programa en el mas “humano” de los programas de evaluacion externa de la calidad.
Requiere de un mayor compromiso de los participantes y éstos tienden a involucrarse con mayor
pasion en su participacion, lo cual en cierta medida se vio reflejado por la buena aceptacion del
programa. El PEEC disefiado fue de naturaleza educativa y se respetaron las premisas de
voluntariedad y confidencialidad (4), por o que no existid ningun tipo de presion al negarse a
participar, no retornar los resultados u obtener un mal desempefio. Para el envio 0106 dos
laboratorios se negaron a participar, debido a deficiencias en sus microscopios, sin embargo
realizaban de manera rutinaria no solo hematologias completas, sino también analisis de heces y
orina, lo que da indicios de las faltas de politicas de calidad dentro de estos laboratorios y de
entes reguladores de la calidad de los servicios de bioanalisis en Venezuela. La naturaleza
voluntaria del PEEC disefiado, puede explicar el por que algunos de los laboratorios invitados
nunca respondieron a ésta dinamica, aunque también puede reflejar la falta de entendimiento y
aplicacion dentro de los laboratorios clinicos, de mecanismos de control de la calidad externo.
Este hallazgo se ve reforzado cuando se observa que el porcentaje de respuesta para los frotis
suministrados fue del 62,3% y 476% para los envios 0106 y 0206 respectivamente; y por la
disminucién en la respuesta para el segundo envio. Sin embargo los laboratorios clinicos que no
habian participado nunca en este tipo de programas, pero que estan trabajando con politicas de
calidad, manifestaron con beneplacito su aceptacion a participar y respondieron de manera
efectiva a las dos dinamicas de evaluacion, mediante el envio de sus resultados por multiples
vias. Los participantes consideraron que el material escrito suministrado (instrucciones, formato
de reporte, listado de hallazgos morfolégicos) eran de facil entendimiento, los frotis
suministrados presentaban una buena calidad (en distribucion celular y coloraciéon), las
alteraciones seleccionadas eran apropiadas y consideraron adecuada la escogencia del grupo de
arbitros. Aunque algunos de los participantes manifestaron sentirse un poco “estresados” con la
actividad, debido a que fueron forzados a documentarse, realizar revisiones de atlas de células
sanguineas e intercambiar conocimientos en torno a la morfologia hematica, consideraron
extremadamente positiva actividad, lo que refleja la intencion educativa del programa, que no
solo refuerza los conocimientos de manera individual, sino que también propicia el intercambio
grupal, que favorece la unificacion de criterios dentro del laboratorio clinico. Laboratorios
medianos o pequefos ubicados en centros de salud tipo ambulatorio, reciben con escasa
frecuencia pacientes con alteraciones hematicas, algunos de estos comentaron no haber
observado un frotis con elementos inmaduros de serie mieloide desde que eran estudiantes
(hace 10, 15 o 20 aflos) (frotis O106M2); lo que destaca una de las funciones del PEEC en
morfologfa hematica, como lo es enfrentar a los bioanalistas a estas laminas, cuya observacion y



reporte de determinados elementos contribuye sustancialmente a orientar la impresion
diagnodstica por parte del médico. A partir de los resultados obtenidos por los participantes, se
pudo conocer la competencia en morfologia sanguinea del grupo para los frotis suministrados, y
por ende la confiabilidad de los resultados emitidos por éstos, la cual es satisfactoria para ambos
frotis, debido a que el porcentaje de desempefios entre excelente y aceptable es del 100% para
el frotis 0106M1y del 957% para el frotis 0106M2, 93,8% para el 0206M1y 81,3% para el 0206M2.

El nivel de desempefo en morfologia hematica es un aspecto novedoso que se introduce en
este estudio, que permitié a los participantes conocer su nivel de competencia de una forma
simple, y al organizador realizar una recomendacidn acorde con sus resultados, completada con
un comentario individual al participante, en la que se plantearon las posibles causas de sus
errores y alternativas para solucionarlo o minimizarlo. Aunque no estaba contemplada la
evaluacion del diferencial leucocitario, debido basicamente a limitaciones estadisticas que
afectan la exactitud del mismo (16, 17) pero que muchos afos de ejercicio sugieren que estas
limitaciones son mMas tedricas que practicas (10, 17). Se incluyd la realizacion del diferencial
leucocitario por parte de los participantes, para no romper con la forma tradicional de visualizar
los frotis. Para cada linea celular se obtuvo un valor de referencia, que propicid la autoevaluacion
de los resultados por parte del participante. Sin embargo no se establecid un nivel de
desempeno, solo en caso de presentarse resultados aberrantes, el organizador le incluyd una
recomendacion acorde a lo reportado en su informe final. Los resultados obtenidos por los
participantes no necesariamente predicen el comportamiento en la rutina del laboratorio (18),
debido a que su desempeno solo puede considerarse como la informaciéon de su competencia
técnica en un momento dado bajo las condiciones especificadas del PEEC y puede ser afectado
por las diversas fuentes de sesgo del programa, tales como la observacion del frotis por mas de
un individuo, la capacitacion y nivel de éste (personal de rutina o especialista), y el gran periodo
de tiempo que se les da a estos para su observacion (13, 19). En contraparte el empleo de frotis
coloreados con Wrigth pudo afectar el desemperfio de forma negativa en aquellos participantes
gue habitualmente emplean otras coloraciones (3). La mayoria de los participantes que
respondieron a la dinamica, calificaron a la actividad como “positiva”, que promueve la calidad
dentro de sus instituciones y manifestaron su deseo de participar nuevamente en el programa,
independientemente del nivel de desempefio obtenido. Ellos ademas se encuentran
convencidos de la funcion educativa que tuvo esta dindmica de evaluaciéon, y consideran que es
importante que se continle de manera sistematica, incluyendo frotis normales y anormales
(sobre todo de desdrdenes hematoldgicos raros), de manera tal de mantener un alto nivel de
competencia en identificar anormalidades morfoldgicas hematicas, mas la habilidad para
visualizar un frotis normal con un alto nivel de especificidad y visualizar frotis anormales con un
alto nivel de sensibilidad (15).

La carencia en nuestro pais de PEEC viene dada por la falta de recursos econdmicos, personal
capacitado y apoyo institucional que impulsen la creacion y mantengan los programas en el
tiempo, dandoles a estos la oportunidad de crecer en cuanto a nUmero de participantes y areas
ofrecidas. La puesta en marcha de este programa de evaluacion externa, suministré una
evidencia de la competencia en morfologia hematica, tratdé de identificar los problemas en
identificacion morfolégica y proporciond una herramienta de educacion continua que impulsé
la competencia en morfologia hematica, dada por el frotis, sus resultados de referencia y una
recomendacion acorde al nivel del desempeno obtenido, cumpliendo asi con las premisas de un
PEEC (20). Por lo que se recomienda darle continuidad y extenderlo a un mayor ndmero de
participantes, tanto del area Metropolitana de Caracasy como del resto de nuestro pafls.
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