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Los avances en hardware y software permiten la captura de imagenes con calidad similar a lo
observable en un microscopio optico. Nuestro objetivo fue simular un frotis sanguineo de
manera virtual (FSV), con la finalidad de crear un material de referencia para realizar un
programa de evaluacion externa de la calidad en morfologia hematica. Se disefio un FSV
conformado por una imagen representativa de varios campos de un frotis fisico visto al
microscopio con aumento de 400X, elaborado en formato Web, alojado en un servidor y
accesible desde internet. Se disefd y elabord un sitio web para el funcionamiento del programa,
asi como dos FSV utilizados en la primera ronda en 2011. Participaron 50 bioanalistas y 10
estudiantes de Venezuela, cuyo desempefio fue en el 79% de los casos entre aceptable-
excelente en ambos FSV, indicativo de buenos niveles de competencia. Recomendamos
implementar el programa de manera continua e incluir variadas morfologias para mejorar la
capacidad de reconocimiento hematico.

Palabras Claves:Microscopia virtual; frotis virtual; evaluacion externa; morfologia hematica;
hematologia
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Title
Design and implementation of a program for external evaluation of the quality of blood
morphological analysis using virtual blood smears

Abstract

Advances in hardware and software allow the capture of images with quality similar to what can
be observed in an optical microscope. Our goal was to simulate a Virtual Blood Smear (VBS), in
order to create an ideal material to be used in external quality assessment program in blood
morphology. A VBS consists of a representative image of multiple fields of a physical smears
seen under a microscope with 400X magnification, developed in Web format, hosted on a server
and accessible from the Internet was designed. It was designed and developed a website for the
operation of the program, as well as two VBS used in the first round in 2011. Participated 60
individuals from Venezuela, whose performance was in 79% of cases between acceptable-
excellent in both VBS, indicative good levels of competence. We recommend implementing the
program on an ongoing basis and include various morphologies to enhance the ability of blood
cell recognition.

Key Word
virtual microscopy; virtual smear; external evaluation; blood morphology; hematology

Introduccion

Los avances en las ciencias de la computacion y de la microscopia, tanto de hardware como de
software permiten la captura de imagenes de calidad similar a la observable por un individuo en
un microscopio optico. Ademas la posibilidad de unir varias fotos, produce areas fotograficas de

gran formato que permiten la creacion del frotis sanguineo virtual('2). El frotis virtual
usualmente comprende un area del frotis sanguineo digitalizado y un sistema que simula un
microscopio, por medio del cual se puede recorrer el frotis, hacer anotaciones, disponer de un
contador para el diferencial leucocitario e incluso cambiar de aumento, cuyo formato y

arquitectura de almacenamiento son variados('-11).

El frotis virtual constituye una nueva forma de visualizar un frotis sanguineo, en el computador
personal, a lo que se le ha denominado microscopia virtual. La microscopia virtual es una
corriente de innovacion aun en fase primitiva, pero que se perfila como el futuro de la
observacion microscoépica en educacion, y posiblemente para realizar la observacion de rutina
de los frotis sanguineos de pacientes que asisten a los laboratorios clinicos, actividad que se

ha comenzado a realizar en laboratorios altamente automatizados(12).
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La validez del frotis virtual ha sido demostrada al encontrarse una alta concordancia entre lo

observado en un frotis fisico y uno virtual@, lo que lo convierte en una valiosa herramienta con
fines docentes y para su uso en programas de evaluacion externa de la calidad (PEEC), debido
a que es un material absolutamente homogéneo, estable y bioseguro.

El.objetivo de esta investigacion consistio en disefiar y desarrollar un frotis sanguineo virtual, a
fin de emplearlo como un item de ensayo en un programa de evaluacion externa de la calidad en
morfologia hematica, de caracter educativo para los profesionales del laboratorio clinico.

Materiales y métodos

Diseio del frotis sanguineo virtual

Se elaboraron frotis sanguineos en laminas portaobjetos de una muestra obtenida de un
paciente, por punciéon venosa en condiciones de asepsia, mediante un sistema de tubos al
vacio con KoEDTA como anticoagulante (BD, USA), siguiendo los lineamientos bioéticos del
protocolo de Helsinki. Los frotis fueron fijados con metanol y coloreados con tincion de Wright
acuosa empleando el coloreador Aerospray (WESCOR, USA), siguiendo el procedimiento interno

“elaboracion de frotis sanguineos” y los “criterios de calidad” establecidos (1314). Para la
digitalizacion se utilizaron los frotis con la mejor calidad de distribucion, coloracion y campos
apropiados.

Se selecciond un area del frotis sanguineo con una distribucion homogénea de los elementos
formes y con un numero de leucocitos mayor a 120, esta area fue digitalizada empleando un
microscopio Olympus BX2 con camara fotografica digital DP25 (Olympus, Japén). Se tomaron
de forma secuencial y sistematica fotografias de tamafio 1360 x 1024 pixeles (px), en formato
PNG, de un tamafio aproximado de 2,5 Megabyte (MB). Se empled un objetivo de 20X, para un
aumento total de 200x. El area seleccionada, de aproximadamente 2 x 2 milimetros, se
digitalizé inicialmente mediante un barrido horizontal (eje x) de la platina manual, tomando
fotografias a una distancia entre si de 0,3 mm, para luego mover la platina de forma vertical 0,2
mm (eje y) y realizar la captura de éste eje en forma horizontal. La secuencia de movimientos
fue realizada hasta completar el area a digitalizar. El solapamiento de las fotos entre si fue de
aproximadamente el 40%.

Cada barrido horizontal del area digitalizada fue reconstruido uniendo las imagenes de la
secuencia, luego se unieron las filas horizontales, hasta reconstruir de manera digital el area
capturada. Fueron eliminados los excesos laterales (generados por un sesgo en el movimiento
de la platina manual empleada) a fin de obtener un rectangulo. La imagen final fue almacenada
en formato PNG.

El solapamiento de las imagenes generd en algunas zonas del frotis dos efectos indeseables,
ausentes en el frotis fisico: a) un fondo de frotis heterogéneo en cuanto al color, con cambios
abruptos de tonalidad, que fue corregido unificado el color de fondo a una tonalidad clara,
seleccionada de la misma foto; b) generaciéon de “quimeras digitales”, formadas por uniones
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incompletas de glébulos rojos que generaban elementos abstractos e irreales, y eran producto
del solapamiento que se dio al unir las fotografias primero horizontalmente y Iluego
verticalmente. Cada una de estas quimeras fue borrada de la imagen.

La imagen limpia del frotis digital fue dividida en porciones mas pequefias, a fin de facilitar su
uso por parte de los navegadores de internet. Primero se dividié la imagen en porciones de
4.000 x 4.000 px y cada una de éstas se dividi6 en 16 imagenes de 1.000 x 1.000 px
aproximadamente, guardadas en formato JPG de maxima calidad. Para el tratamiento de las
imagenes se empled el software Photoshop CS3 (Adobe, USA).

Para reconstruir el frotis digital fragmentado, se cred una tabla en formato html, donde cada una
de las fotografias de 1.000 x 1.000 px ocupa una celda. El archivo fue llamado “fotos.html”. Las
fotografias fueron almacenadas en una carpeta denominada “imagenes”. Para completar el frotis
sanguineo virtual, se disefid y cred un archivo html que contiene la identificacion del programa y
del frotis, un enlace a una pagina de ayuda, otro para salir del frotis, y una imagen orientadora
del frotis, que permite ir a cinco puntos dentro del frotis virtual (las cuatro esquinas y centro).
Fue integrado un “contador” de globulos blancos, para realizar el diferencial leucocitario,

desarrollado en el lenguaje JavaScrip (15,16) Este archivo fue llamado “microscopio.html” y
constituye el “microscopio virtual”. Los archivos fotos.html y microscopio.html fueron integrados

en una sola pagina web, mediante la creacién de marcos o frames(1®) llamado “fvXX.html”,
donde XX constituye el cédigo que identifica al frotis. La estructura del marco esta compuesta
en un 90% de la pantalla por el frotis, mientras que el microscopio se ubica en la porcion inferior
de la pantalla, ocupando un 10% restante. En los diversos tamafios de pantalla y navegadores
probados (Explorer, Firefox, Opera, Chrome, Safari) esta configuracion fue satisfactoria.

Diseiio del programa de evaluaciéon externa en morfologia hematica virtual (PEEC MHV)

La intencion del PEEC fue evaluar la competencia en morfologia hematica de los profesionales
del laboratorio clinico y constituye el resultado de la evolucién de uno realizado previamente con

frotis fisicos_(17), basado en las recomendaciones de la Organizacion Mundial de la Salud (18).

El programa esta estructurado para desarrollarse por rondas, constituida por dos frotis
sanguineos, codificados como 1101FV01 y 1101FV02 (AARR-FVXX, donde AA representa el
afno, RR la ronda y XX el ndmero del frotis). Se cred_un sitio web amigable, sencillo y liviano,
cuyo contenido describe el programa, contiene las instrucciones para su participacion y alberga
a los frotis virtuales. El sitio web http:/www.bioanalisisaldia.net/pueec_mhv/index.html  fue

estructuralmente escrito en html y formateado mediante hojas de estilo en cascada (15.16) s0lo
el envio del reporte fue escrito en lenguaje php, el cual por medio de la funcién mail se enviaba,
via correo electronico los resultados al organizador (pueec.mh@gmail.com) y una copia al

participante (19, A fin de dar una identidad propia al programa, se le denomino “Programa

Universitario de Evaluacion externa de la Calidad en Morfologia Hematica Virtual” (PUEEC
MHV).

La fecha de distribucion establece el inicio de la observacion del frotis sanguineo virtual por
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parte del participante, la “fecha limite de envio de resultados” se establecio en tres semanas, y
un plazo de 30 dias para el analisis y envio del informe final a cada participante, por parte del
organizador (fecha de entrega del informe final). Los participantes fueron profesionales del
laboratorio clinico del area de hematologia que emplearan el frotis sanguineo dentro de sus
procedimientos habituales, los participantes debian tener habilidades computacionales minimas,
un computador con acceso a internet y una cuenta de correo electronico.

A fin de evaluar la competencia en morfologia hematica, el participante observé la morfologia
hematica y realiz6 el diferencial leucocitario de un frotis sanguineo virtual, del cual sélo podia

reportar un maximo de cinco hallazgos de un listado de 70 (20 21), Los hallazgos incluyeron
anormalidades morfolégicas de la serie roja: tamano, forma, color e inclusiones, distribucion,
presencia de elementos inmaduros; de la serie blanca: numero, inclusiones, variantes de
leucocitos y elementos inmaduros; plaquetas: numero, tamafo, distribucion y caracteristicas
celulares; y otros elementos que pueden ser evidenciados en un frotis de sangre periférica, tales
como el Plasmodium. Aquellos términos que no definen u orientan de manera importante lo
observado en el frotis, fueron excluidos de la lista (anisocitosis, poiquilocitosis). El diferencial
leucocitario fue reportado de la forma usual (en porcentaje en base a cien elementos).

La asignacion del valor de referencia de la morfologia hematica y el diferencial leucocitario, fue
dada por el consenso de un grupo de arbitros (profesionales del laboratorio clinico de reconocida
competencia en la observacion de frotis sanguineos), que ingresaron al sitio web del PEEC
previo al inicio de la ronda, donde analizaron los frotis virtuales y reportaron sus resultados
segun las instrucciones establecidas, los arbitros debian realizar el diferencial de todos los
glébulos blancos del frotis virtual.

Para la morfologia hematica se definieron los cinco hallazgos (en caso de existir tal nimero) de
la siguiente manera: a) considerados de consenso aquellos hallazgos con una concordancia

entre los arbitros igual o mayor al 80% (22), b) hallazgos con menor concordancia fueron
discutidos en reunion hasta lograr el consenso mediante: visualizacion del frotis virtual,
revisando todos los reportes, opiniones, el diagndstico presuntivo y hematologia completa; para
definir su pertinencia. El valor de referencia del diferencial leucocitario se estableci6 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). Se verificé la
exactitud del recuento obtenido mediante el empleo de graficos de envolturas del 95% y 99% de

confianza para un recuento determinado, siguiendo los lineamientos de protocolo NCCLS H20-A
(14).

A cada participante se le asignd un coédigo de identificacion a fin de mantener la
confidencialidad. Los resultados de la morfologia hematica del participante_fueron contrastados
con el valor de referencia, por medio del cual se obtuvo su nivel de desempefio. Se
establecieron tres niveles de desempefo (excelente, aceptable y pobre). Debido al caracter
educativo del programa se incluyd una recomendacién acorde con el nivel de desempefio
obtenido, que pretendio guiar al participante a mejorar su competencia en morfologia hematica.
Para el diferencial leucocitario sélo_se incluyo el intervalo de confianza al 95% para cada linea
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celular a fin de que el participante pueda realizar una autoevaluacion de sus resultados, salvo en
aquellos casos en los que se observaron resultados aberrantes que incluyé también una
recomendacion.

A cada participante se le envio por correo electronico un informe de resultados de caracter
confidencial que incluyo la siguiente informacién: total de participantes que respondieron el item
de ensayo, los resultados para morfologia hematica que incluy6 los hallazgos morfolégicos de
referencia y los sefalados por el participante, un grafico con los hallazgos sefalados por todos
los participantes y los considerados de referencia, el desempefo obtenido para la morfologia
hematica, las recomendaciones a seguir para mejorar su competencia en morfologia hematica,
comentarios del Coordinador y resultados del diferencial leucocitario (resultados de referencia,
media de los participantes, el intervalo de los participantes y los resultados individuales).
Ademas se realizé un informe final global, que fue colocado en el sitio web del programa
(seccion resultados). La estadistica descriptiva se realizé con el software Microsoft Excel®
2010.

Resultados

Frotis virtuales

Fueron elaboraron dos frotis sanguineos virtuales, codificados como 1101FV01
(http://www.bioanalisisaldia.net/pueec_mhv/frotis/1101FV01/1101FV01.html), obtenido de una muestra de un

paciente con recuento de plaquetas superior a 1.000 x109/L y alteraciones en la morfologia de
las plaquetas; y el 1101FV02 (http:/www.bioanalisisaldia.net/pueec_mhv/frotis/1101FV01/1101FV02.html)
proveniente de un paciente con drepanocitosis. La Tabla 1 recopila los detalles técnicos de la
captura y procesamiento de la imagen. La figura 1 muestra algunas quimeras digitales y fondos
heterogéneos que fueron eliminados.
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Frotis virtual 1101FVO1 1101FV02
Area seleccionada 3,5x%x 2.2 mm 3,0 % 2,4 mm
Namero de fotos tomadas 192 143
Namero de ejes horizontales 12 13
Imagen reconstruida
Tamafio 14837 x 7.630 px 10.240 x 7.976 px
Formato PNG 96,8 Mb 66,1 Mb

Recortes iniciales:

_lnll.’tme_[n 8 [
Tamafio 3.709 x 3815 px 3.413 x3.988 px
Formato PNG PNG
Peso 26,0 Mb 13,2 Mb

‘Recortes finales:

Niamero 128 96

~ Tamafio 927 x 954 px_ 853 x 997 px
Formato JPG maxima calidad JPG maxima calidad
Peso 222 kb (0,22 Mb) 179 Kb (0,17 Mb)

Peso final del frotis 26,3 Mb 14,4 Mb

digitalizado

Quimeras digitales
N SeEs §BEE e N EE m ©
Fondos heterogéneos

PEEC MHV

El valor de consenso de la morfologia hematica y el diferencial leucocitario se muestra en la

8o .’;i'" ¢
0.0 ..!-.‘2;.-

Figura 1. Algunas quimeras digitales y fondos heterogéneos encontrados y eliminados.
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Tabla 2. La exactitud en el diferencial leucocitario de consenso, fue verificada por medio de las

graficas de envoltura para cada linea celular, para el 95% y 99% de confianza (14), que
resultaron satisfactorias (datos no mostrados).

Tabla 2. Valor de referencia (consenso) de la morfologia
hematica y diferencial leucocitario de la ronda 1101.

1101 Fvol1 1101 Fvo2
Consenso Li Ls Consenso Li Ls

# células contadas 949 BT

% Basdfilos 0,0 0,0 0,0 0.0 0.0 0.0
% Eosindfilos 0,6 0,0 2.0 34 1.0 5.0
| % Blastos 0,2 0,0 0,0 0,2 0,0 0,0
% Promielocitos 0.0 0.0 0.0 0,0 0.0 0.0
% Mielocitos 0.0 0.0 0,0 0,0 0,0 0,0
% Metamielocitos 0,6 0,0 2,0 0,0 0,0 0,0
% Cayados 2.2 0,0 4.0 1,7 0.0 4.0
% Neutrofilos 76,3 70,0 az2.0 44 6 38,0 520
% Monocitos 3.9 10 7.0 2.6 1.0 5.0
% Linfocitos 16,2 11,0 21,0 475 40,0 54,0
| Otros 0.0 0,0 0,0 0,0 0.0 0,0
Eritroblastos/100 GB 1,0 0,0 2.0 0,6 0,0 20

1 Trombaocitosis Drepanocitos
Hallazgos 2 Plaguetas agregadas Trombacitosis
morfolégicos | 3 Plaquetas grandes Macroplaguetas
observados 4 Esferocitos Dianocitos
5 | Equinocitos/ gr crenados

Li: limite inferior, Ls: limite superior

Se realizd una convocatoria a los laboratorios participantes registrados en las ediciones
anteriores del PEEC MH con frotis fisicos, asi como a todo aquel bioanalista que quisiera
participar. La participacion real, es decir de aquellos que realizaron y enviaron correctamente el
reporte fue de 60 individuos, 50 bioanalistas y 10 estudiantes de Bioanalisis. Todos los
participantes fueron de Venezuela, principalmente de la Gran Caracas (60.0 %) (Caracas, Altos
Mirandinos, Eje Guatire- Guarenas), y de diversos sitios del interior del pais (datos no
mostrados). Un total de 59 participantes reportaron la morfologia hematica y 58 reportaron el
diferencial leucocitario para ambos frotis, contando un total de 5.879 leucocitos en el frotis
1101FVO01 y 5.771 leucocitos en el frotis 1101FV02.

Un participante identificado como P60, no reportd el diferencial en 1101FV01, pero si la
morfologia y no reportdé 1101FV02. Otro participante (P58) no reportdé 1101FV01 argumentando
una mala calidad del frotis, y otro participante (P23) dej6é de reportar la morfologia de 1101FV02.
Algunos de los participantes contaron un numero de células distinto a 100 (13 participantes en
ambos frotis), razén por la cual el numero de leucocitos contados no fue un multiplo de 100. Los
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hallazgos morfolégicos reportados por todos los participantes para ambos frotis, asi como los
hallazgos de referencia son mostrados en la Figura 2. Estas figuras le fueron suministradas a
cada participante en su informe final.
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Figura 2. Hallazgos morfolégicos reportados en el frotis virtual.

El nivel de desempefio obtenido en morfologia hematica por parte de los participantes se
muestra en la Tabla 3.
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Tabla 3. Desempefio de los participantes para los items

1101FVO1ly 1101FVOZ2
Item de ensayo
1101FVO01 1101FV02
n % n %
Pobre 9 15,3 2 3.4
Desempefio Aceptable 37 62,7 50 84,7
Excelente 13 22,0 T 119

Dos participantes reportaron la morfologia de solo un item de ensayo, siendo aceptable su
desempefio, y solo un participante obtuvo un desempefio excelente en los dos frotis virtuales.

Los resultados del diferencial leucocitario se compilan en la Tabla 4.

Tabla 4. Resultados del diferencial leucocitario

1101FVO01 1102FVv02

Referencia| Participantes |Referencia| Participantes
Numero de observadores 5 58 S 58
Diferencial leucocitario M Limites M Limites
% Basofilos 00 |00|02|00(80]|00(00([02  00]40
% Eosinofilos 00120112 |00 (130]00 | 20| 33| 00 10,0
% Blastos 00100105 |00 (170]00 00105001100
% Promielocitos 000|011 | 00]|30|00|00|00|00] 10
% Mielocitos 000001 00(20]00[00]02]00]5,0
% Metamielocitos 002004 |00 ([(40]00|20(03 |00 40
% Cayados 040111 |00 (150|000 | 40|09 |00 (11,0
% Neutrdfilos 700|820 |744|570|860|70,0|82044,7|31,0|76,0
% Monocitos 107052 (00 (110|110 (70 [48 00 (490
% Linfocitos 110/210/165| 50 [24,0]11,0(210({44.2| 0,0 [56,0
% Otros globulos blancos: | 0,0 | 0,0 | 0,0 (00| 0,000 |00 |00 |00 |20
Namero de
Eritroblastos/100 GB go|20|04 0030002012 |00 ]11.0

M: media
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Discusion

Contar con un microscopio equipado con camara digital, constituye el pilar fundamental para la
captura de imagenes de campos microscopicos. Utilizando camaras digitales con una
resolucion superior a los 3 mega pixeles (MP) se obtienen fotos de una adecuada calidad, y con

resoluciones mayores de 6 MP se obtienen fotos indistinguibles de una foto convencional (23),
Para la digitalizacién se conté con una camara de 12 MP de resolucion, que permitié obtener
fotografias de excelente calidad. Sin embargo esto es un inconveniente debido al tamafo del
archivo de las fotografias. Para minimizar este contratiempo, se digitalizé solo una pequena
area del frotis fisico, lo cual puede generar algunos inconvenientes, como el sesgo de los
campos escogidos en el momento de la digitalizacion, el cual se corrige al capturar una alta

cantidad de campos microscopicos @) tal y como fue realizado. Ademas se digitalizd un area
minima de 1,5 mm x 1,5 mm y se verificd que contuviera mas de 100 leucocitos. Si bien el area
es fija y relativamente pequeia, se tomo la prevision de que fuera un area representativa del
frotis fisico. Justamente una de las fortalezas del frotis virtual a la hora de establecer un PEEC,
deriva del procedimiento para obtener la imagen del frotis fisico, en el que se obtiene una
imagen unica que permite que todos los observadores visualicen imagenes idénticas,

asegurando asi un item de ensayo absolutamente homogéneo (),

El frotis virtual también tiene la bondad de ser una preparacion estable e inalterable, ya que la
imagen digital perdura en el tiempo (aunque existe una pequefia pérdida de la calidad en el
formato jpg empleado) y no puede ser alterada una vez que forma parte del frotis virtual. Asi
mismo es una preparacion totalmente biosegura, a diferencia del tradicional frotis fisico cuyo
soporte es una lamina de vidrio con una pelicula de sangre. Las propiedades ideales de un item
de ensayo para PEEC, se cumplen en el frotis virtual, ya que es homogéneo, estable y

bioseguro (18),

Para el disefio del frotis sanguineo virtual, se adopté un formato web accesible desde internet,
basado en tecnologias libres (html, javascrip y php), aunque para su desarrollo se empled
software propietario, lo cual facilité su elaboracién. La obtencion del frotis virtual fue realizada en
varias etapas, en las que se fue estructurando su arquitectura y condiciones de la fotografia
hasta lograr una version definitiva. La meta fue obtener fotografias que reflejaran la observacion
de un frotis con el aumento usual de 400X (ocular 10X y objetivo 40X), un sistema que
permitiera recorrer el frotis y disponer de un contador para el diferencial leucocitario. Una vez
halladas las condiciones estipuladas, se procedio a obtener dos frotis virtuales obtenidos de dos
frotis fisicos distintos que fueron parte de la primera ronda del PEEC.

Una de las principales limitantes de los desarrollos web, cuyo acceso requiere ser hecho por
internet, es el tamano final de la aplicacion. En el caso del frotis virtual el tamano de las
imagenes que lo conforman constituyé el principal reto. Frotis virtuales de 10 gigabyte (GB) o
mas, como los realizado por Linder E y cols en el area de parasitologia, requieren una conexion
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banda ancha de varios MB para su eficiente acceso (9). Debido a que la actual banda ancha en
Venezuela suele ser menor a 2 MB (de 256 kbps a 10 MB), la meta fue producir un frotis virtual
gue combinara el menor peso y la mejor calidad de imagen posible. La meta se cumplié debido
a que se digitalizé un area pequefia de interés del frotis, se empled un formato JPG de maxima
calidad y se dividio la imagen en varios segmentos, lo cual facilita su descarga, en las lentas
conexiones disponibles en la mayor parte de los hogares y sitios de trabajo. El tamafio final de
los frotis 1101FV01 fue de 26.0 MB y el del 1101FV02 de 16.5 MB, los cuales fueron adecuados
a la velocidades de conexion. Esto fue sustentado por el hecho que ningun participante del
PEEC manifesto alguna critica por el tiempo empleado para la descarga del frotis.

Aunque existen diversos disefios de PEEC en morfologia hematica, la “seleccion de los
hallazgos de mayor relevancia” presentes en el frotis, pretende recoger el “espiritu” de lo

observado, a lo que se le ha denominado “morfologia hematica” (2426). Sin embargo para evitar
cambios en el paradigma del uso del frotis, los participantes pueden realizar el diferencial
leucocitario y el organizador proporciond un valor de referencia establecido por el consenso de
cinco arbitros, en aras de permitir la autoevaluacion y detectar desemperfios muy deficientes.

La evaluacion del diferencial leucocitario es un punto de discordia, debido al bajo numero de
células contadas (usualmente cien) y la distribucion de los elementos (en particular los de bajo
recuento), que genera una elevada imprecision, dificultando la deteccion de desempefios pobres

(27, 28) Eg por ello que estadisticamente se considera inexacto evaluar el desempefio, sobre
todo cuando los recuentos son bajos, ya que es dificil detectar un mal desempefio, pero en
contra parte permite detectar problemas graves de identificacion de leucocitos, razén por la cual

muchos programas evaluan el diferencial leucocitario (29). Con el fin de mantener la manera
tradicional de ejecutar del frotis sanguineo, se incluy6é un valor de referencia del diferencial

leucocitario basado en el método de Rimke (26), tomando el valor de consenso de los arbitros
(media redondeada al valor entero) y obteniendo el intervalo de confianza al 90% para cada linea
celular, pero sin establecer un nivel de desempefio.

Para la obtencion del valor de referencia cinco arbitros visualizaron el frotis en su computador
personal realizando el diferencial a la cantidad total de leucocitos presentes en la imagen. Cada
uno contd una cantidad total distinta de leucocitos y su diferencial también fue diferente. Un
andlisis de la imagen completa reveld que en el FV01 existen un total de 191 células, 11 restos
celulares y 2 células no identificables, y en el FV02: 139 células, 10 restos celulares, 2
artefactos y 3 eritroblastos. Al comparar estos con los reportados por cada arbitro se evidencia
que el total de leucocitos difiere entre 180 a 189 en el FV01 y de 110 a 148 en el FV02, lo cual
es explicado por el sitio donde inician el recorrido del frotis, la forma de recorrerlo: de parte
superior del monitor a la inferior o viceversa (desplazamiento vertical), de izquierda a derecha o
viceversa (desplazamiento horizontal); asi como la velocidad a la cual mueven la imagen. Un
factor que también puede influir es que al realizar el movimiento ya sea vertical u horizontal, en
algunas ocasiones se puede desplazar excesivamente la imagen, perdiendo la oportunidad de
contar algunos elementos. Estos inconvenientes también se presentan al observar un frotis
fisico y lo tuvieron los participantes, pero con efectos mayores, debido a que solo contaron cien
leucocitos, pero que forma parte de la realidad en la observacion de un frotis fisico.
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La primera ronda del PEEC en morfologia hematica virtual fue realizada entre marzo y abril del
2011, en la que participaron 60 individuos (50 licenciados en bioanalisis y 10 estudiantes de
bioanalisis) de diversas partes de nuestro pais. El desempefio obtenido en general para ambos
frotis fue bueno, con desempefios aceptable-excelente del 87,7% y 96,6% para los frotis
1101FV01 y 1101FV02. De manera combinada el 79% de los participantes obtuvo un
desempefio aceptable-excelente en ambos frotis (Tabla 5), lo que indica buenos niveles de
competencia en morfologia hematica.

Tabla 5. Cruce de los desempefios de los participantes
para ambos frotis.

Desempeiio 1101FV01 - 1101FV02 n %

Excelente - Excelente 1 1.7
Excelente - Aceptable 18 30,0
Aceptable - Aceptable 28 46,7
Excelente - Pobre 0 0,0
Aceptable - Pobre 11 18,3
Pobre - Pobre 0 0,0
Excelente 0 0,0
Aceptable 2 3,3
Fobre 0 0,0

Dos pariicipantes sdlo reportaron un item de ensayo y su desempefio fue aceplable

Parte del enfoque educativo del programa, incluyd una recomendacién genérica segun el
desempefio obtenido, pero ademas una recomendacion particular segun el caso, en el informe
final enviado por_correo electronico a cada participante. Se aprovechd la tecnologia digital y se
le incluyeron imagenes de los hallazgos de referencia, capturados del frotis virtual. Asi mismo
se realizd un enlace del hallazgo morfolégico de referencia al sitio dentro del frotis virtual en
donde se encontraba el hallazgo morfolégico, con el fin de reforzar el hallazgo, corregir los
desemperfios pobres y mejorar los desempefios aceptables. La posibilidad de capturar la imagen
del hallazgo, asi como enlazar el mismo en el propio frotis virtual, constituye una bondad del
frotis sanguineo virtual, y una ventaja en comparacion con el frotis fisico.

En el formato de reporte se incluyeron dos preguntas a fin de consultar a los participantes su
opinion sobre el programa, la cual fue mayoritariamente satisfactoria. Muchos de los
participantes dejaron un comentario positivo y alentador sobre el programa. Unos pocos
participantes manifestaron algunos inconvenientes en el envio del reporte de resultado.

La potencialidad del frotis sanguineo virtual y el PEEC disefiados, al encontrarse en un servidor
web, permite el acceso desde internet a cualquier persona, democratizando el PEEC, porque
cualquier profesional con acceso a internet y habilidades computacionales minimas, puede
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ingresar al programa, visualizar los frotis virtuales y participar, incluso profesionales de otros
paises pueden hacer uso de esta dinamica, pudiendo llegar a una mayor cantidad de
potenciales participantes, siendo su nimero virtualmente ilimitado, aunque para ello deberiamos
mejorar algunos aspectos en la recepcion de resultados y elaboracion del informe final a fin de
automatizar la captura y elaboracion del mismo mediante algunos scripts en php. Esto resulta
inalcanzable para el PEEC basado en frotis fisicos, debido a que el material preparado es
limitado, genera gastos importantes para el envio del item de ensayo, riesgo de ruptura de la
lamina de vidrio, y una mayor logistica previa para registrar a los participantes

Aunque la realizacion de un frotis virtual requiere de un gran esfuerzo y tiempo para su
realizacion, el frotis sanguineo virtual constituye una herramienta con un alto potencial en el
area de la evaluacion externa, debido a que se dispone de una imagen uUnica, homogénea,
inalterable, accesible a personas de diferentes lugares y de manera simultanea por medio de la
internet, y que permite ubicar los hallazgos morfolégicos en el propio frotis virtual, siendo asi un
item de ensayo ideal para este tipo de dinamicas de evaluaciéon externa. Se recomienda la
implementacion del programa de manera continua, asi como incluir frotis sanguineos virtuales
de variadas morfologias hematicas a fin de mejorar la capacidad de reconocimiento hematico.

Las bondades del frotis virtual, abren la posibilidad de uso en otras areas, tal como la docencia
a nivel de pregrado, postgrado o cursos de actualizacion y capacitacion, no solo en la modalidad
presencial, sino también en la modalidades a distancia via internet, siendo una herramienta con
un amplio potencial de uso en un futuro inmediato.
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NOTA: Toda la informacion que se brinda en este articulo es de caracter investigativo y con fines académicos y de
actualizacion para estudiantes y profesionales de la salud. En ningln caso es de caracter general ni sustituye el
asesoramiento de un médico. Ante cualquier duda que pueda tener sobre su estado de salud, consulte con su médico o

especialista.
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