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Abstraet

An external quality assessment program in haematology
was introduced in 1995 to initiate the Evaluation of Quality
among Laboratories (PECEL}. In a former study, the
biological material used was stabilized human blood,
prepared according to the standard procedure
recommended by World Health Crganization.
Nevertheless, the samples were not as reliable as
expected, since the cells changed their morphology under
the transport conditions. In this work only the quality
evaluation of blood used in smears on glass slides for
differential counts is reported.

To each participant laboratory samples were provided
twelve times along the year. They consisted of blood
smears from clinically healthy donors. The laboratories
stained the samples and they reported the resuits of
differential counts.

It was established a Variance Index Score (VIS), using a
variation coefficient (AVC), which varied when the
consense values were less than 2.5 and constant when
the figures were higher.

The resulis show a clear trend to the decrease of the
mean VIS in every haematological component and in the
whole, it was higher for linfocytes and segmented cells.
These results suggested that there has been real
progress in the ability to identify and discriminate the
normal leucocytes.
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As to the granulocytes counts, the mean VIS from the last
six cycles, is below the 100 points, while for the
moncnuclear cells, the values are above.
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Resumen

En el primer estudio de la calidad en la seccion de
Hematologia se utilizé sangre humana estabilizada,
preparada seqgun la técnica propuesta por la OMS. Sin
embargo, la morfologia celular no resistio las condiciones
del transporte de las muestras. En este articulo se
presentan Unicamente los resultados de la evaluacién de
1a calidad, en la cuenta diferencial, utilizando extendidos
de sangre.

En doce ocasiones se proporciond a cada participants, un
frote de sangre periférica, recién extraida de donadores
sanos. Los participantes tifieron la laminilla, realizaron una
cuenta diferencial, e informaron los resultados a los
organizadores.

Para la evaluacion de la calidad, se establece una
puntuacién del indice de varianza (PIV), utilizando un
coeficiente de variacion seleccionado {CVS) variable
cuando los valores de consenso son mencres de 2.5, y un
CVS fijo para cifras mayores.

Los resultados muestran una clara tendencia

hacia la disminucion del promedio del PIV, en todos
los componentes hematoldgicos y en el conjunto,
siendo mayor para los linfocitos y los segmentados.
Esto sugiere que ha habido progreso en la
capacidad para identificar y distinguir las células
blancas normales.

Para los granulocitos el promedio del PIV, de los Gitimos
seis ciclos, es inferior a 100 puntos, Para los
monanucleares aun permanece por arriba de esa cifra.
Esto coincide con las experiencias del CAP, que sefialan
que es comin la dificultad para distinguir los linfocitos de
los monocitos.

LABORAT-acta Vol. 8 No. 3 1996 81


http://www.imbiomed.com.mx

A lLoriay cois

Palabras clave. Sangre estabilizada. OMS. Cuenta
diferencial. CAP.

Introduceion

En octubre de 1995 se incorperd la seccién de
Hematologia dentro del Programa de Evaluacién de la
Calidad Entre Laboratorios. Los primeros resultados
informados® sugirieron que hay deficiencias en la calidad
de esta area e hicieron evidente la necesidad de atender
con urgencia este problema.

Dicha experiencia no es extrana, ya que lo mismo sucedid
en programas interlaboratorios de otros paises,®¥ como
en los Estados Unidos.® Lo Unico lamentable es que
reccrramos el mismo camino muchos anos después, sin
embargo, estamos convencidos que es el camino
correcto para mejorar la calidad.

En el programa interlaboratorios del Colegio de Patologos
Americanos (CAP),® se ha evaluado la calidad de la
cuenta diferencial con extendidos de sangre periférica y la
correcta identificacion de las células con diapositivas. Su
experiencia es que en la identificacién de las células
blancas existen tres grados de complejidad: En et nivel
basico, deben distinguirse claramente los mononucleares
de los polimorfonucieares. En el intermedio los linfocitos
deben distinguirse de los monocitos, y los neutréfilos de
los eosindfilos y basdfilos. En el nivel sofisticado deben
distinguirse los linfocitos normales de los reactivos, y en
los polimorfonucieares distinguirse los segmentados de
las bandas.

Con esos criterios, el CAP ha encontrado que la
identificacién de las células normales es aceptable en un
alto porcentaje de los participantes, sin embargo, en el
nivel intermedio hay deficiencias en la identificacién de
linfocitos. y monocitos, adn utilizando transparencias, en
las que se suprime la variabilidad debida a la seleccion de
campo para la lectura, y en el nivel sofisticado han
encontrado muchos problemas, con gran confusion entre
los linfocitos normales y reactivos, asi como entre
neutrdfilos segmentados y bandas.

Para fomentar la mejoria de la calidad en esta area, la
Organizacion Mundial de la Salud,” a través del Centro
de Colaboracién para la Garantia de la Calidad en
Hematologia, ha publicado una serie de
recomendaciones, entre las gue sobresalen las que a
continuacion se resumen.

Los procedimientos que debe incluir un programa de
control de calidad en hematologia, pueden variar con el
tipo de pruebas, el equipo utilizado, el tamano del
laboratorio y el nivel de entrenamiento del personal. Sin
embargo, debe realizarse continuamente y con las
siguientes acciones periddicas.

En todo momento debe correlacionarse: a) todos los
resultados de un mismo paciente; b} las observaciones de
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la laminilla con los conteos celulares; ¢} los cambios en
las cuentas celulares con los eventos clinicos.

Diariamente: a) deben introducirse controles en cada lote
de muestras problema; b) revisrar cartas control; ¢} por
cada lote de muestras de pacientes, analizar por
duplicado algunas de ellas (4-5 por lote); d) incluir en
cada lote de muestras, algunas del lote anterior (4-5 por
lote).

A intervalos diarios ¢ semanales, se debe verificar la
calibracion de los contadores autematicos de células
rojas, utilizando sangre preservada o una preparacion
estabilizada de células; para las células blancas se puede
utilizar sangre de humano o de ave, estabilizada.

Mensual o trimestraimente se debe: a) participar en
programas externos de evaluacion de la calidad; b)
verificar la calibracion de las pipetas y los dilutores
automaticos.

Material y Métodos

En el primer articulo de la seccion de Hematclogia se
informé que para la evaluacion se utilizd como material
problema sangre periférica humana estabilizada,
preparada segun la técnica de conservacion propuesta
por la Organizacion Mundial de la Salud.® Sin embargo,
la experiencia basada en las observaciones de varios
participantes sefald que la sangre no resistio las
condiciones de envio, ya que la morfologia celular
presentaba alteraciones.

Debido a la dificultad sefialada, en este articulo se
presentan Gnicamente los resultados de la evaluacién de
la calidad, en la cuenta diferencial, utilizando extendidos
de sangre.

En doce ocasiones (ciclos) se proporciond a cada
participante, un frote preparado con la técnica de los dos
cubreobjetos,® aunque empleando dos portaobjetos. Se
utilizd sangre periférica recién extraida de donadores
sanos, recibida en tubos al vacio con EDTA. Las laminillas
se fijaron con metanol y se envid una a cada participante,
la tifieron conforme a su métedo habitual, determinaron el
porcentaje de cada leucocito, e informaron los resultados
a los organizadores.

Para evaluar la exactitud de la medicion de cada
componente hematolégico, se establecid la media
aritmética de consenso, que fue censiderada como

el valor real. Para lo cual, se calculd una priemra

media de todos los resultados recibidos, y se
excluyercn los resultados que se salian del intervalo del
20% al 200% de la misma. Con los valores incluidos en
ese intervalo se calculd una segunda media y su
desviacién estandar, exciuyendo ahora, los que se
salieron del invervalo de la media mas menos una vez la
desviacion estandar. Con los datos restantes se calculd
la media de consenso.



Precisién en uroanalisis

Tabla 1. Promedio del PIV, obtenido por el conjunto de los laboratorios participantes

Ciclo n Linfocitos  Monocitos  Segmentados  Bandas Eosindfilos  Basodfilos  Promedio
9510 221 251 152 245 121 118 21 151
9511 260 169 137 150 118 84 33 115
8512 231 181 127 160 112 105 29 119
9601 205 173 164 139 150 136 30 132
2602 253 184 144 103 98 108 28 110
9603 205 151 204 64 97 74 21 101
9604 172 107 117 75 82 60 54 83
9605 220 139 137 76 84 60 39 89
9606 215 140 178 103 96 68 42 938
9607 195 117 129 68 88 57 33 78
9608 212 96 136 78 84 72 54 83
9600 188 116 121 80 69 68 23 82

Por comparacion de cada valor observado contra la
media de consenso se calculd el porcentaje de error, de
manera habitual®'® y con ese resultado se establecié la
puntuacion del indice de varianza (PIV). Este calculo se
realiza dividiendo el porcentaje de error entre el
coeficiente de variacidén seleccionade (CVS o porcentaje
de error aceptable) y multiplicando por cien.

Como se ha descrito previamente,®'% la escala del PIV es
igual para todos los componentes y su intervalo es de 0 a
400 puntos, siendo ideal el valor de "0", aceptable por
abajo de 100 e inaceptable por arriba de esa cifra.

Los coeficientes de variacion seleccionados fueron:
linfocitos (10%); monocitos (35%); segmentados (10%);
bandas (40%); eosinofilos (40%) y basofilos (40%).

Sin embargo, cuando la media de consenso fue menor
de la cifra de 2.5, se utilizé un CVS variable que fue
calculado para gue en una diferencia de una célula,
contra el valor de consenso, ! valor del PiV fuera de cien

puntos, este CVS se obtiene dividiendo 100 entre el vaior
de consenso.

Resultados

En la tabla 1 se presentan los promedios del PIV,
obtenidos por el conjunto de laboratorios participantes,
para cada componetes hematoldgico, en cada uno de ios
ciclos de evaluacion. Para facilitar el andlisis de la
informacién, los mismes datos se presentan en las
graficas dela1ala 3.

Discusion y conclusiones

En la tabla 1 se aprecia que el numero de particpantes ha
disminuido; la razon de esto es que la participacion en
programas externos de evaluacidn, ain sigue siendo
voluntaria en México y la mala situacion econémica del
pais ha provocado la desercidn de |los participantes, ya
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Gréfica 3. Resultados generales del primer aio de evaluacion
de la calidad, en la cuenta diferencial
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que para participar deben cubrir una cuota de
recuperacion,

Por otro lado, en [a misma tabla y mejor en las graficas 1y
2, se aprecia una clara tendencia hacia fa disminucion del
promedio del PIV, en todas las células blancas, excepto
en los baséfilos, en los cuales el PIV se ha mantenido
dentro de limites aceptables.

De las diferencias graficas, resaita la pendiente de las
comrespondientes a los linfocitos y a los segmentados,
que son mas pronunciadas. La de estos Gltimos sugiere
que ha habido progreso en la capacidad para identificar
dichas células y para distinguirlas de las células en banda
y de los eosindfilos, cuya pendiente también sefiala una
mejoria.

En ia tabla 1 también se aprecia, que para los
granulocitos el promedic del PIV de los ultimos seis ciclos,
es inferior a 100 puntos, mientras que en los
mononucleares ain esté por arriba de esa cifra. Esto
coincide con las experiencias del CAP, que senalan que
es comun la dificultad para distinguir los linfocitos
grandes de Jos monocitos pequefios.

Como resultado de la mejoria de la calidad en la
identificacién de las diferentes células blancas, el
promedic global del PIV (gréfica 3), presenta una
tendencia pronunciada a disminuir.

Es pertinente sefialar que la mejoria obtenida, es
resultado del esfuerzo, tanto de los organizadores det
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programa como de los participantes. Los primeros han
organizado sesiones de discusion de resultados, ademéas
de proporcionar resumenes, esquemas y sugerencias
para identificar mejor las células; los sequndos se han
preocupado por estudiar la morfologia, consultar atlas e
intercambiar opiniones y experiencias con sus
comparieros.
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