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Leukemie/lymtoom diagnostiek:
Een scoresysteem gehaseerd
op een yestandaandiseerde hepaling?

Frank Preijers, UMC St Radboud, Nijmegen
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Harmonisatie in de
Immuunfenotypering

1. Het overeen doen stemmen
2. Integratie
3. Standaardisatie
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SIHON: 25 jaar Si(@
leukemie / lymtoom -
diagnostiek EQA

EN KW ALITET
SIHON
25 JAAR IFT

e Zeer veel parameters
e Grote dynamiek

Wat zijn de

verbeteringen 1n 25 jaar
EQA in IFT?
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N/C New generation flow cytometers SKIM I
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1. Single color testing

2. Testing multicolor
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Fluorochromes available for 10-colour
Bright fluorochromes: to detect weak antigens
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Monoclonal antibodies

"LLeucocyte Typing Workshop"

Workshops

CD-codes determined

Parijs, 1982 CD1-CDw15
Boston, 1984 CD16-CDw26
Oxford, 1986 CD27-CD45
Wenen, 1989 CD46-CDw78
Boston, 1993 CD79-CDw130
Kobe, 1996 CD131-CD166
Harogate, 2000 CD167a-CD247
Adelaide 2004 CD248-CD339
Barcelona 2010 ??% CD339-CD363




Patronen van Cel Clusters
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Reduce hundreds of plots into one with the tree plot

=Click to add barz=
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4-colour panel for leukemia screening

34 MoAbs

10-colour panel for leukemia screening

CD7 HLA-DR CD2 CD117 CD45 CD8

Igkappa Iglambda CD19 CD5 CD38 CD45 CD8
CD36 CD14

24 MoAbs
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Hoe meet je kwaliteit en f
hoe verkrijg je

harmonisatie

External Quality Assessment (EQA)
Wat 1s het, en wat 1s de meerwaarde?




Benefits of si(@
External Quality Assessments

e Laboratory mistakes are prevented

e Significant improvements in testing
performance can be achieved™

*Research findings from the College of American Pathologists, the University of Wisconsin, and the Centers for
Disease Control and Prevention

 Interlaboratory comparison

e Standardization: One value for treatment
evaluation

e Education
e Accreditation
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SIHON / SKML.:
EQA voor leukemie / lymfoom IFT

SIHONSCORE
Pre-ana., ana., post-ana. fase I ,
t i

n ! ’B"@F"C"th (s @]@5)




SIHON EQA PROGRAMMA (1) SK@

e 60 Deelnemers: 45 NL, 15 BE
* Monsters tweemaal per jaar: 3 samples

e Materiaal: vers niet-gestabiliseerd bloed met meestal
>10% maligne cellen

e Informatie: summiere klinische data en vraagstelling

e Terugrapportage (>95% van deelnemers)

Uitgangspunt van de kwaliteitscontrole:

Niet alleen een eindconclusie v.w.b. afwijkende populatie
maar ook de weg er naar toe als ook de evaluatie van de
gehele populatie



SIHON EQA PROGRAMMA (II) SK@

Onathankelijke beoordeling en scoring van data door
nomenclatuur-commissie (6 leden)

*Scoring-/beoordelingsysteem in ABC-score

Nabespreking in ledenvergadering: 2x per jaar

Mogelijkheid van discussie en eventuele bijstelling

Educatie
Verslaglegging
Website:


http://www.CYTOMETRIE.nl/
http://www.SKML.nl

Ontwikkelingen in de kwaliteitscontrole Si(l'nl
rondzendingen voor de immunofenotypering

Kwaliteit in de beoordeling

e Rapportage vorm: wat is relevant voor een immunofenotypering



KWALITEL S ONTROLE NIEUW RAPPORTAGE FORMULIER

sucnrgreete, o ket Lymbomen. GEINTRODUCEERD IN 2002
In Nederland periode: VOORJAAR 2004

Contactpersoon: ...
Instituut:

Laboratorium: -mail: .. L]

1. Technische gegevens
Monsterbewerking: Analyse:

O 1- Kleuren immuunfluorescentie

O 2- Kleuren immuunfluorescentie

B 3. kleuren immuunfluorescentie

EPR-— 2. Evaluatie gehele celpopulatie

Detectietechniek intracellulaire merkers:
a Microscoop

B Flowcytometer

Samenstelling: hoe en waarmee

1. Samenstelling van de totale celpopulatid:
B T-lymfo’s: _2_ %:; Definitié__SS/CD3_ M Rijpmonocytair: 0,1 %:; Definitie_SS/C
B B-lymfo’s: _94 %; Definit S/CD19 M Rijpmyeloid: ; Definitie_SS/CD15__

| NK-lymfo’s: _0,5_%; DefinitieCD3-/CD1656 O Blastair: %; Definitie

3. Definitie de afwijkende populatie(s)

O Plasmacellen: %; Definitie %; Definitie

[ ] [ ] [ ]
_— Op basis waarvan is deze populatie
J cken als frac %) van de leukocyten.
vastgesteld
O Fsc/ssc ac N ) op relevante

0 cis s nssc - Cellijn met de afw. populatie en %

b.v.CD? CD19 O Anders, nl: ..o

Geef aan in welke lineage de afwijkende populatie voorkomt:

lymfocytair { lymfocytair / Plasmacellulair -Myeloi iet geclassificeer 3
T lymfocytair / B lymfocytair / NK lymfocytair / Plasmacellulair / Mono-Myeloid / Niet geclassificeerd 4. Analyse Van de afW.populatle

Noteer het percentage van de afwijkende cellen in de totale celpopulatie: 94 %",

- Pos/neg

- %pos

- IF intensiteit

S Interpretatie / conclusie



Ontwikkelingen in de kwaliteitscontrole Si(l'nl
rondzendingen voor de immunofenotypering

Kwaliteit in de beoordeling

 Richtlijnen en Protocollen voor immunofenotypering:

* minimale MoAb panel voor IFT



Minimale panels van monoclonale antilichamen :
\WER4A® voor immunofenotypering (introductie 2002) SKIM
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Ontwikkelingen in de kwaliteitscontrole Si(l'nl
rondzendingen voor de immunofenotypering

Kwaliteit van de beoordeling

« WHO-Tabellen van maligniteiten



Ontwikkelingen in de kwaliteitscontrole Si(l'nl
rondzendingen voor de immunofenotypering

Kwaliteit in de beoordeling

e Objectief Scoring systeem voor evaluatie (ABC in pre-ana-post)



SIHON scoringssysteem

N/C

Pre-analytisch:

: 'm"i\a@h
S I(I'Il};?

Cellijndefinierende markers en subklassificering
Obiecti . volgens SIHON richtlijnen
IR RIBY B Onvolledig: subklassificatie ontbreekt (1 of 2

van scoring markers ontbreken)
Essentiéle markers (meer dan 2) ontbreken

Analytisch:

A Volledig goede analyse

B 1 of 2 markers afwijkend, ook niet relevante
markers (</> 20%-grens; TdT: </> 10%-grens)

C Meer dan 2 markers afwijkend

Noot: Afwijkend t.o.v. deelnemersgroep of t.0.v. andere

markers binnen betreffende cellijn: bijv. CD5 t.o.v. CD3

Post-analytisch:

Cellijn en subklassificatie zijn juist
Cellijn juist, subklassificatie niet volledig
Cellijn fout of niet gefundeerde conclusie
Wel deelname geen resultaten ingezonden

OOm®>
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Resultaten

A. Invloed van meer kleuren IF

B. Invloed van richtlijnen (2002)

C. Invloed van moeilijkheidsgraad casus



N/C

Dutch EQA for leukemia and
lymphoma (SIHON/SKML)

# participants
2002 2011

1,2-colors 10 (18%) 0 (0%)
2- and 3-colors 12 (22%) 2 (3%)

3-colors 25 (45%) 5 (8%)

4-colors 8 (15%) 31 (52%)
5-colors 0 7 (12%)
6-8-10 colors 0 15 (25%)




Sl SITHONscore 1998-2009

Overall
results

Nieuwe
richtlijnen

2002-2006
30 specimen

1998-2002
24 specimen

Overall results on 72 specimens!

Score Pre- Post-
analytical Analytical analytical
A 57 44 68
B 30 46 23
C 11 8 9
Score Pre- Post-
analytical Analytical analytical
A 59 40 73
B 30 49 20
C 9 10 7
Score Pre- Post-
analytical Analytical analytical
A 56 60 58
B 31 38 29
C 13 0] 13

skml

I Median (range) percentages of all participants/specimen obtaining scores A, B and C are

shown.



Leukemia/lymphoma EQA Learning curves

Invloed van richtlijnen op de leercurve van de groep van deelnemers

¢ Gemiddeldscore/casus

Groeps score (1998-2009)

——Lineair (Gemiddeld score/casus)

Post-analytic phase
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B. 2 points = only right lineage 22 *

%
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&
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C. 1 point =wrong conclusion

30 40

Chron. Rondzending nr

¢ Gemiddeldscore/casus Groeps score (2002-2009) ¢ Gemiddeldscore/casus Groeps score (1998-2002)

= Lineair (Gemiddeld score/casus) = Lineair (Gemiddeld score/casus)

20 25 30 35 40 45 10 15
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Leukemia/lymphoma EQA Learning curves

Invloed van richtlijnen op de leercurve van de groep van deelnemers

Pre-analytic phase
A. 3 points = right conclusion

B. 2 points = only right lineage

C. 1 point =wrong conclusion

¢ Gemiddeldscore/casus

Groeps score (1998-2002)

= Lineair (Gemiddeld score/casus)

10 15

Chron. Rondzending nr

¢ Gemiddeldscore/casus

Groeps score (1998-2009)

—Lineair (Gemiddeld score/casus)

30 40

Chron. Rondzending nr

¢ Gemiddeldscore/casus

Groeps score (2002-2009)

= Lineair (Gemiddeld score/casus)
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w

4 ‘ﬁ‘~$

4
M 2
2

15 20 25 30 35 40
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Leukemia/lymphoma EQA Learning curves

Invloed van richtlijnen op de leercurve van de groep van deelnemers

¢ Gemiddeld score / casus
Groeps score 1998-2009

= Linear (Gemiddeld score / casu

Analytic phase 5o :
. s . o ! y
A. 3 points = right conclusion 25 v

B. 2 points = only right lineage 20

C. 1 point =wrong conclusion b

1,0

0 30 40

Chron. Rondzending

¢ Gemiddeld score / casus ¢ Gemiddeld score / casus

Groeps score 1998-2002 Groeps score 2002-2009

= Linear (Gemiddeld score / casus = Linear (Gemiddeld score / casus
3,0 3,0

2,5 2,51

2,0 2,0

15 15

1,0 T T T T 1 1,0
0 10 15

Chron. Rondzending Chron. Rondzending




(s SIHONscore 1998-2009 Ee3)

Overall resultaten 1n 72 specimens

I._Evaluatie per maligniteit: Historische score verloop
Evaluatie gebaseerd op de resultaten van alle deelnemers
samen per rondgezonden casus:
mediaan van alle percentages van A’s, B’s en C’s per casus
in de tijd

(Methode: het % van A, B en C van alle deelnemers van één
cases > 1dem voor alle rondgezonden cases
-> mediaan van alle rondzendingen)

a. overall score
b. score bij specifieke cases
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SIHONscore 1998-2009

Pre-analytical phase per malignancy

\Y Y § Mat.B | Imm.B+T | Inm.My | Other’

Score (n=14) (n=23) (n=13) (n=15) (n=4)
A 45 58 66 51 29
B 34 30 26 34 30
C 25 12 9 13 RR

Median percentages of all participants/specimen obtaining scores A, B and C are

shown.

I'1x NK-lymphocytosis, 1x bilineage (B/My), AML+CLL, NK-LGL




e SIHONSscore 1998-2009

Pre-analytical phase
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mature B-cell malignancies (n=23)
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SIHONscore 1998-2009

Analytical phase per malignancy

\Y Y § Mat.B | Imm.B+T | Inm.My | Other’
Score (n=14) (n=23) (n=13) (n=15) (n=4)
A 64 42 47 45 41
B RY 47 49 46 48
C 2 7 5 10 10

Median percentages of all participants/specimen obtaining scores A, B and C are
shown.

I'1x NK-lymphocytosis, 1x bilineage (B/My), AML+CLL, NK-LGL



N/ C SIHONSscore 1998-2009 skm

Analytical phase
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SIHONscore 1998-2009

Post-analytical phase per malignancy

\Y Y § Mat.B | Imm.B+T | Inm.My | Other’

Score (n=14) (n=23) (n=13) (n=15) (n=4)
A 68 74 66 71 63
B 18 24 24 15 26
C 5 5 11 6 10

Median percentages of all participants/specimen obtaining scores A, B and C are

shown.

I'1x NK-lymphocytosis, 1x bilineage (B/My), AML+CLL, NK-LGL




N/C SIHONSscore 1998-2009 SKIM

Post-analytical phase

mature T-cell malignancies (n=14) mature B-cell malignancies (n=23)
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Post-Analytical Phase:

sk@

Vi)t Beste en Vijt Slechtste Cases

Specimen Diagnose % Labs
Nummer met A-Score
Vijf Beste Cases
5 AML 98
31 CLL 97
72 AML 95
31 HCL 95
64 CLL 91
Vijf Slechtste Cases
63 AML 5
11 LyBC/B-CLL 19
29 AUL/Pro-B-ALL 23
50 Bilineage (B/My) 30
37 Pro-T-ALL 31
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Conclusies

e Standaardisatie in IFT 1s utopie (?) maar kwaliteit van
analyse neemt toe door (mede) EQA en educatie.

* STHON: objectieve beoordeling van EQA door:
e Rapportage formulier: totale celpopulatie en afwijkende populatie
e Uniek SIHON scoring systeem
* Definitie van minimale MoAb panels

* EQA schema’s voor L en L zijn moeilijk te vergelijken door variatie in de
moeilijkheidsgraad van de testmaterialen

» Hoewel moelijkheidsgraad immunofenotyperingen toegenomen, toch een
verbetering van de conclusies (post-ana-fase) in de tijd (‘98-"02 versus ‘02-
’09): invoering richtlijnen resulteert in betere score (kwaliteitsverhoging)
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"IT'S EITHER A BOO-BOO OR AN OWWIE,
BUT THE DOCTORS MNEED TO RUN SOME
MORE TESTS BEFORE THEY DECIDE.




First Announcement

Save the date!
NCQytometrie en kwaliteit; SIHON 25 jaarO

skml

Donderdag 24 en vrijdag 25 november 2011

Voor meer informatie kijk op
www.cytometrie.nl

skml

Imm. Celdiagnostiek
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