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OZET

Dis kalite kontrol uygulamasi, rutin PCR tani laboratuvarlarinda uluslararasi akreditasyon saglamada
kritik 6neme sahiptir. Bu calismada, NEQAS (United Kingdom National External Quality Assessment
Scheme for Microbiology) dis kalite kontrol programi kapsaminda rutin PCR laboratuvarimiza HBV-DNA
kantitasyonu ve HCV-PCR saptanmasi amaciyla gonderilen 6rneklerden alinan sonuglarin analizinin yapil-
masl ve laboratuvarimizin performansinin degerlendirilmesi amaglanmistir. Nisan 2006-Ocak 2008 tarih-
leri arasinda NEQAS tarafindan laboratuvarimiza 4 ayr dagitimda, HBV-PCR icin 16 serum, HCV-PCR icin
6 plazma 6rnegi gonderilmistir. HBV-DNA ve HCV-RNA testleri, gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyo-
nu (PCR) platformunda (iCycler 1Q, v3.0a-BioRad Laboratories, ABD), Fluorion HBV QNP v2.0 ve Fluori-
on HCV QNP v2.1 (lontek AS, Turkiye) kitleri kullanilarak caligilmistir. Viral nikleik asit ekstraksiyon me-
todu olarak manyetik partikll teknolojisi (NucliSENS-easyMAG, bioMérieux, Hollanda) kullaniimistir.
HBV-DNA kantitasyonunda elde edilen tiim sonuclarda NEQAS skorlari 2 (cok uygun sonucu ifade eden
en ytiksek skor) olarak elde edilmis; lineer regresyon analizi yapildiginda HBV-DNA kantitasyonunda elde
edilen degerlerin (log, ;) beklenen degerlerle giiclu korelasyon (r= 0.987) gosterdigi saptanmistir. HCV-
PCR testinde NEQAS skorlari, yalanci negatif olarak saptanan bir 6rnek disinda (ki bu 6rnek viral yiik de-
gerinin ¢cok dustk -yaklasik 79 1U/ml- olmasi nedeniyle NEQAS tarafindan skorlanmamustir) 2 olarak elde
edilmistir. Yapilan degerlendirmede, HBV 6rneklerinde tanimlama orani %100 (16/16), HCV 6rneklerin-
de ise %83.3 (5/6) olarak belirlenmistir. Calisma verilerinin analizi, HBV viral yiik testlerinin ylksek dog-
rulukta sonuclar verdigini, ancak HCV-PCR testinde kullanilan kitin analitik duyarlihgin daha da artirlma-
si gerektigini gostermistir. Sonug olarak, rutin PCR laboratuvarlarin, kullandiklari kitleri ve laboratuvar ko-
sullarini denetleyebilmek icin, dis kalite kontrol degerlendirme programlarina katilmalarinin 6nemli bir
gereklilik oldugunun bir kez daha vurgulanmasinin uygun olacagi distintlmustar.
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Hepatit B ve C Virus Nikleik Asit Testlerinde NEQAS Uluslararasi
Dis Kalite Kontrol Degerlendirme Programi Sonuglarinin Analizi
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patit B virusu, hepatit C virusu, molekdiler tani.

ABSTRACT

External quality assessment (EQA) has been playing an increasingly important role in the implemen-
tation of nucleic acid amplification techniques (PCR) for clinical diagnosis. In this study, the results of
HBV-DNA quantification and HCV-RNA detection tests evaluated by United Kingdom National External
Quality Assessment Scheme for Microbiology (NEQAS) were analysed and the performance of our labo-
ratory was evaluated. Between April 2006-January 2008, in four different distribution panels including
16 freeze-dried serum and six plasma specimens for HBV-DNA and HCV-RNA testing, respectively, were
received. Viral nucleic acids were extracted by magnetic particle technology (NucliSENS-easyMAG, bi-
oMérieux, Boxtel, Holland). HBV-DNA and HCV-RNA tests were performed by Fluorion HBV quantitati-
ve v2.0 and Fluorion HCV quantitative v2.1 (lontek AS, Istanbul, Turkey) kits in real-time PCR (iCycler 1Q,
v3.0a - BioRad Laboratories, Hercules, CA, USA) platform. The performance scores of all the quantifica-
tion tests of HBV-DNA were 2 (completely correct result) and a strong correlation (r= 0.987) between
the quantitative HBV data and the target values was found by linear regression analysis. The NEQAS sco-
res of HCV-RNA testing, except for a false negative result (since the viral load in this specimen was very
low -79 1U/ml- it was not scored by NEQAS), were 2 in all specimens. The evaluation of the data reve-
aled 100% detection in HBV-DNA and 83.3% detection in HCV-RNA. In conclusion, the results of this
study showed high accuracy of HBV quantification in the samples of HBV infected patients under antivi-
ral therapy. However, the analytical sensitivity of HCV-RNA quantitative kit should be improved for the
purpose of reliable HCV-RNA results. External quality control panels are important tools for monitoring
the quality of diagnostic laboratory tests. Therefore, PCR laboratories should always have EQA in routi-
ne procedures.

Key words: External quality control assessment, NEQAS, real-time polymerase chain reaction, hepatitis B
virus, hepatitis C virus, molecular diagnosis.

GiRi$

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), niikleik asitlerin amplifikasyonuna dayanan, arastir-
ma ve rutin tani laboratuvarlarinda yaygin olarak kullanilan bir yéntemdir'. Rutin PCR ta-
ni laboratuvarlarinda karsilasilabilecek sorunlar nedeniyle alinmasi gereken 6nlemler bu-
lunmaktadir. Bu 6nlemlere; in vitro tani genelgesine (98/79/EC) uygun standart kitlerin
kullanilmasi, kontaminasyon ve inhibisyon kontrol mekanizmalarinin olusturulmasi, ge-
notiplerden bagimsiz olarak etkenin saptanabilmesi ve kantitasyonunun saglanmasi, ko-
laylastinlmig niikleik asit izolasyon prosedurlerinin kullanilmasi ve internal amplifikasyon
kontrollerinin kullanilmasi érnek olarak verilebilir’3. Ancak son yillarda hak ettigi 6nemi
kazanan yaklasimlardan biri de PCR teknigine uluslararasi dis kalite kontrol uygulamasi-
nin girmesidir®*. Rutin PCR tani laboratuvarlari, iyi laboratuvar uygulamalari (good la-
boratory practices) cercevesindeki test performans parametreleri [6zgullik (specificity),
saptama siniri (detection limit, analytic sensitivity), kantitasyon sinir (quantification [i-
mit), dogruluk (accuracy), kesinlik (precision), guvenilirlik (reliability), tekrarlanabilirlik
(repeatability), dogrusallik (linearity), dinamik aralik (dynamic range), saglamlik (robust-
ness)] sayesinde kabul edilebilir standartta tanisal sonuclar vermektedirler?>-8, Bu asama-
da, dig kalite kontrol uygulamasi, rutin PCR tani laboratuvarlarinda uluslararasi akreditas-
yon saglamada kritik 6Gneme sahiptir.
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Dis kalite kontrol degerlendirme programlari (DKKDP), katimci laboratuvarlara bazi
yararlar saglamaktadir. Bunlar; laboratuvarlarin kendi performanslarini degerlendirmele-
ri, lokal ve ulusal standartlarin saglanmasi, akla gelmeyen sorunlarin saptanmasi, iyiles-
tirme cabalarinin olusmasi, internal kalite kontrol proseddrlerinin gozden gecirilmesi,
genc¢ meslektaslarin egitimi, meslektas ve hastalara karsi kaliteyi kanitlama olarak sirala-
nabilir’!®. DKKDP, 6zellikle molekiiler tani laboratuvarlarinda kullanilan metodolojinin
performansini en iyi sekilde gdsteren yollardan biridir. Clinkii molekiiler tanida sonuca
gitmek icin DNA ekstraksiyonu, “in-house” PCR, “real-time” PCR, mutasyon analizi,
DNA dizi analizi gibi birden fazla metot kullaniimaktadir®'".

Molekuler mikrobiyoloji alaninda Tirkiye’de ulusal 6lcekli dis kalite kontrol program-
lari heniiz bulunmamaktadir®. Ancak molekiiler tani testlerinin uluslararasi akreditasyo-
nunda, DKKDP olan organizasyonlar bulunmakta ve katilimci laboratuvarlara diizenli
olarak uluslararasi yeterlilikte test panelleri saglamaktadirlar. Akredite olunabilecek bu
organizasyonlar; “Quality Control for Molecular Diagnostics (QCMD, ingiltere), United
Kingdom National External Quality Assessment Scheme for Microbiology (NEQAS, in-
giltere), Clinical Pathology Accreditation (CPA, ingiltere), National Institute for Biologi-
cal Standards and Control (NIBSC, ingiltere), European Union Quality Control Concer-
ted Action (EU-QCCA, Ingiltere), External Assessment of Laboratories in Sweden (EQU-
ALIS, isvec), Institut fur Standardisierung und Dokumentation im Medizinischen Labo-
ratorium (INSTAND, Almanya), Paul-Ehrlich-Institute (PEI, Almanya), Instituto Superiore
di Sanita (1SS, Italya), National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS,
ABD), AcroMetrix (ABD), Boston Biomedica Inc. (BBI, ABD), College of American Pat-
hologists (CAP, ABD), Accutest (DigitalPT, ABD) ve Viral Quality Control (VQC, Hollan-
da)” olarak siralanabilir>'®2", Bunlarin arasinda NEQAS, 30 yildan fazla bir siiredir dis
kalite kontrol degerlendirme panelleri tiretmekte, bakteriyoloji, antimikrobiyal duyarlilik
testleri, viroloji, mikoloji, parazitoloji ve molekiiler mikrobiyolojiden olusan genis bir yel-
pazede performans analizi yapmaktadir. NEQAS, hepatit C virusu (HCV)-RNA testini
2000 yilinda, hepatit B virusu (HBV)-DNA kantitasyonunu 2002 yilinda degerlendirme
programina almistir?-24, Ulkemizde molekiiler mikrobiyolojik tanida 13 iiniversite labo-
ratuvari NEQAS panelleri kullanmakta, bunlardan 11'i HBV-DNA, 12’si HCV-RNA test
programina katilmaktadir. Ote yandan Dokuz Eyliil Universitesi QCMD ile is birligi so-
nucunda dis kalite kontrol programlari konusunda ulusal baglanti noktasi olarak rol oy-
namaktadir. Bu amagla 2007 yihinda katilimcilarinin cogunun Universite hastanelerine ait
laboratuvarlarin oldugu HBV-DNA ve HCV-RNA QCMD panellerine sirasiyla 13 ve 14 la-
boratuvar katilmistir®.

Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi, Merkez Laboratuvari biinyesinde bulunan
PCR laboratuvarimiz, 2006 yilindan itibaren 2140 laboratuvar koduyla NEQAS'In HBV
kantitasyonu ve HCV-RNA saptama programlarina, yakin zamanda da sitomegalovirus
(CMV) kantitasyonu ve mikobakterilerin molekiiler tanisi programlarina akredite olmus-
tur. Bu calismada, dis kalite kontrol kullaniminin 6nemi i1siginda, PCR laboratuvarimizin
NEQAS akreditasyonunun baglamasindan itibaren dis kalite kontrol calismalarimizin,
HBV ve HCV yoniinden degerlendirilmesi amaclanmistir.
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GEREC ve YONTEM
Rutin PCR Laboratuvari

Laboratuvarimizda yapilan rutin testlerin tamami gercek zamanh PCR (iCycler 1Q,
v3.0a-BioRad Laboratories, Hercules, CA, ABD) platformunda idi. Ekstraksiyon ve ampli-
fikasyon basamaklari ayri odalarda gercgeklestirildi. Ekstraksiyon metodu olarak manyetik
partikil teknolojisi (NucliSENS-easyMAG, bioMérieux, Boxtel, Hollanda) kullanildi. Uy-
gulamalarin timu tek kullanimlik, pudrasiz eldivenlerle ve her asamada aerosole direng-
li filtreli pipet uclari kullanilarak yapildi.

Ger¢cek Zamanh PCR Kitleri

HBV-DNA ve HCV-RNA PCR testleri, Fluorion HBV QNP v2.0 ve Fluorion HCV QNP
v2.1 (lontek AS, istanbul, Turkiye) kitleri kullanilarak calisildi. Tum test kitleri -20°C’de
saklanmaktaydi.

HBV-DNA testi serum o6rneklerinde kantitatif olarak calisildi. Fluorion HBV QNP v2.0
kitinin (CE lisansi; Dokiiman kod: PFO01v006, Onay tarihi: Nisan 2006) lineer araligi 1.7
x 10°- 1.7 x 10% 1U/ml (WHO HBV-DNA NAT Standardi, NIBSC Code 97/746 ile kalib-
re edilmis serum &rnegi diliisyon serisi ile elde edilmistir) ve analitik duyarlihigi 1.79 x 10'
IU/ml (%95 CI) olup, genotip (HBV A-F) performans paneli (PHD 201 E, BBI Diagnos-
tics) ile analiz edilmis olan bir kit idi. Kitin test ici, testler arasi, operatorler arasi ve top-
lam calismalar arasi degiskenlik verileri varyans katsayisi (%) olarak, kitin en disiik (102
IU/ml) ve en yiiksek (106 1U/ml) kantitasyon standartlari icin ayri ayri belirlendi. Buna gé-
re 102 IU/ml standarti icin degiskenlik varyans katsayisi; test ici %1.78, testler aras
%0.78, operatérler arasi %0.66 ve toplam calismalar arasi %0.83 iken, 10° IU/ml stan-
darti icin bu degerler sirasiyla; %0.94, %3.72, %2.09 ve %2.91'dir. HBV-DNA testinde
DNA polimeraz geninin 205 baz cift (bp)’lik bir bolimu, diziye 6zgl primerler kullanila-
rak HotStar™ Taq DNA polimeraz araciligiyla cogaltildi ve veri toplama 6-karboksiflore-
san (FAM) filtresi ile saglandi. PCR inhibisyonunu kontrol etmek icin ekstraksiyon asama-
sindan itibaren sisteme 508 bp’lik DNA molekili (insan genomundan 164 bp’lik bir bol-
ge) olan bir internal amplifikasyon kontroli (IAK) eklendi. Yarismasiz bir sekilde calisan
ve HBV genomu ile benzerlik tagimayan IAK, farkli primer ciftleriyle cogaltildi ve veri top-
lama asamasi siyanin boyasi (Cy5) ile yapild.

HCV-RNA testleri plazma orneklerinde calisildi ve sonuclar kalitatif olarak verildi. Fluori-
on HCV QNP v2.1 kitinin (CE lisansi; Dokiiman kod: PFO02v006, Onay tarihi: Nisan 2006)
lineer arahigr 102-107 1U/ml (WHO HCV-RNA NAT Standardi, NIBSC Code 96/798 ile ka-
libre edilmis serum &rnegi diliisyon serisinde elde edilmistir) ve analitik duyarliigi 7 x 102
IU/ml (%95 ClI) olup, genotip (HCV 1-6) performans paneli (PHW 202 E, BBI Diagnostics)
ile test edilmisti. Kitin 10 IU/ml standarti icin degiskenlik varyans katsayisi; test ici %1.47,
testler arasi %1.86, operatorler arasi %1.67 ve toplam calismalar arasi %1.59 iken, 10°
IU/ml standarti icin bu degerler sirasiyla; %0.62, %0.98, %1.17 ve %1.16’dir. Kit aracili-
giyla HCV genomu, 5’UTR bdlgesinin 90 bp’lik bir bolimi, diziye 6zgi primerler kullani-
larak HotStar™ Taq DNA polimeraz araciiiyla cogaltildi ve saptama FAM filtresi ile ger-
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ceklestirildi. IAK icin HCV genomunun 5’UTR bélgesi ile ayni olan ve 90 bp’lik bir bolgeyi
cogaltan, yarismali calisan ve 413 bp’lik in vitro transkripsiyon trtint bir RNA kullanildi.

HCV Genotiplendirme

Bu amacla virusun 5'UTR bodlgesine ait 295 bp’lik bir bolge cogaltildi ve bdlge, icin-
den yeni bir dizileme primeri kullanilarak dizilendi. Kullanilan primer dizileri; “forward"”:
CTGTGAGGAACTACTGTCTT, “reverse”: TGCACGGTCTACGAGACC- TCC, dizileme:
TTCACGCAGAAAGCGTCTAG seklinde idi. Dizileme, ABI PRISM 310 Genetic Analyzer®
(Applied Biosystems, CA-USA) platformunda DYEnamic ET Terminator Cycle Sequencing
Kit® (Amersham Pharmacia Biotech Inc, Piscataway, ABD) kullanilarak yapildi. Dizileme
sonuclarinin genotip ve alt tiplendirmeleri, “http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/ge-
notyping/formpage.cgi” sayfasinda yer alan genotipleme aracinda (NCBI genotyping
tool), referans HCV dizileriyle karsilastirilarak yapildi (referans HCV dizileri: Gen Bankasi
ulasim no; AF00960611a, AFO1175111a, AF27163211a, AF35682711b, AF139594I1b,
D90208I1b, AB049088I1b, D1485311c, AY051292I1c, AF169004I2a, D00944I2a,
AB04763912a, AB04764112a, AB03090712b, D10988I2b, AF23848612b, AY232730I2b,
D5040912c, DQ15556112i, AB03166312k, AF046866I3a, D1776313a, D28917I3a,
D4937413b, D6382113k, Y11604I4a, Y13184I5a, AF06449015a, Y1208316a, D8426216b,
D84263l6d, D6382216g, D8426516h, D8426416k).

NEQAS Panelleri

Nisan 2006-Ocak 2008 tarihleri arasinda, NEQAS’dan her dagitimda (HBV icin 4, HCV
icin 3 dagitim) liyofilize olarak, HBV-PCR icin 4 serum (toplam 16 6rnek), HCV-PCR icin
2 plazma (toplam 6 6rnek) 6rnegdi génderildi (Tablo I). Ornekler biyogiivenlik diizeyi 2
olan “laminar flow” kabinde acildi ve 0.5 ml steril, nukleaz enzimleri icermeyen deiyo-
nize su ile sulandirildi. Orneklerin ¢éziilmesi icin 5 dakika beklendi. Hafifce homojenize
edildikten sonra niikleik asit ekstraksiyonlari gerceklestirildi. HBV ve HCV-PCR testleri bir
kez calisildiktan sonra 6rnekler laboratuvarin arsivine konularak saklandi. NEQAS’in mo-
lekiler tani panelinde HCV’ye yonelik olarak sadece virusun saptanmasi istenmektedir.
Laboratuvarimizda ise HCV-PCR testi kantitatif yontemle calisiimakta ve genotiplendiril-
mesi yapilmaktadir. Bu nedenle HCV icin kalitatif test sonuclar kantitatif HCV test sonug-
larina bakilarak belirlendi.

NEQAS Skorlama

Gonderilen her sonug, NEQAS tarafindan -1 ile +2 arasinda bir rakamla skorlanmak-
tadir. NEQAS'In katilimcilara yolladigr dagitim sonug raporlarina gére HCV skorlamasi;
skor 2: cok uygun sonug, skor 1: kismen uygun sonug, skor 0: sonu¢ gonderilmedi, skor
-1: uygun olmayan (yanlis) sonug olarak yapilmaktadir. HBV-DNA kantitasyonunda skor-
lama, gonderilen paneldeki 6rnek ciftleri (her dagitimda 4 ornek = 2 6rnek cifti) arasin-
daki konsantrasyonun log farkliigina dayanmaktadir. Dagitimdaki 6rneklerin log deger-
leri alinmakta ve olusturulan ornek ciftleri arasindaki log degerlerin median farkliigi he-
saplanmaktadir. Buna gore HBV-DNA kantitasyonunda skorlama; skor 2: ornek ciftlerin-
de log median farkhhigr < 0.5 log - ¢cok uygun sonug, skor 1: median farkhihgr > 0.5 - <
0.75 log arasinda - kismen uygun sonug, skor 0: sonu¢ gonderilmedi, skor -1: median
farklihigi > 0.75 log - uygun olmayan (yanls) sonug olarak yapiimaktadir®>.
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Tablo I. HBV-DNA ve HCV-RNA Testleri icin Gonderilen NEQAS Ornekleri

Program tipi NEQAS NEQAS Sulandirim
(Tarih) dagitim no o6rnekleri Genotip  Subtip orani
HBV-DNA kantitasyon 2062 8026 D ayw 1:30
(Nisan 2006-Ocak 2008) 8027 D ayw 1:100
8028 D ayw 1:10.000
8029 D ayw 1:300.000
2143 8306 D ayw 1:10.000
8307 D ayw 1:30.000
8308 A B 1:1000
8309 A B 1:10.000
2200 8463 A B 1:10
8464 A B 1:330
8465 D ayw2 1:10
8466 D ayw2 1:100
2252 8645 D ayw2 1:30
8646 D ayw2 1:300
8647 D ayw2 1:10.000
8648 D ayw2 1:100.000
HCV-RNA saptama 2095 8134 2b b 1:2
(Ekim 2006-Ocak 2008) 8135 2b b 1:100
2166 8354 10 a 1:30
83557 - - -
2238 8593 3p a 1:10
8594 3P a 1:100

* Belirtilmemistir.

2 HCV-RNA negatif plazma 6rnegidir.

> NEQAS'in bildirdigi genotip sonugclari, HCV genomunun 5’UTR bélgesinde “in-house” RFLP yontemi ile
calisildiginda elde edilen sonuglardir.

istatistiksel Degerlendirme

HBV-DNA testinde beklenen ve gozlenen log, tabanli degerlerde linear regresyon
analizi yapildi. Veriler SPSS v11.0 (SPSS for Windows, Rel. 11.0.1. 2001. SPSS Inc. Chi-
cago, ABD) paket programinda analiz edildi.

BULGULAR

HBV-DNA kantitasyon calismasinin sonuclar Tablo Il’de verilmis olup yalanci negatif
sonu¢ saptanmamistir. Lineer regresyon analizi yapildiginda HBV-DNA kantitasyonunda
elde edilen degerlerin (log, ;) beklenen degerlerle giicli korelasyon (r= 0.982) gosterdi-
gi saptanmistir (Sekil 1). HBV-DNA kantitasyonunda, ornek ciftlerinin (log degerleri)
median farkliigina dayanan NEQAS skorlari 2 olarak elde edilmis, skorlanan tiim HBV se-
rum orneklerinde tanimlama orani %100 (16/16) olarak belirlenmistir.

Kalitatif HCV-RNA calismasinin sonuclari Tablo lIte verilmis olup yalanci pozitiflik sap-
tanmamig, ancak orneklerden biri yalanci negatif sonug vermistir. Bu 6rnek, NEQAS de-
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Tablo II. HBV-DNA Kantitasyonu lcin Génderilen NEQAS Serum Orneklerinin Referans ve Olgiim Sonuglari

NEQAS
NEQAS referans
referans Olgiim median Olgiim

Programi NEQAS degerleri sonuglari degerleri sonuglari NEQAS
tipi ornek no (klU/ml) (klU/ml) (log,, klU/ml)  (log,, kilU/ml)  skoru
HBV-DNA 8026 14100 6710 4.15 3.83 2
kantitasyon 8027 4693 4290 3.67 3.63

8028 53.10 42.7 1.73 1.63 2

8029 2.01 2.02 0.30 0.31

8306 55 41.4 1.74 1.62 2

8307 21.39 19.4 1.33 1.29

8308 142.32 78.8 2.15 1.90 2

8309 19.25 11.2 1.28 1.05

8463 245.26 56.5 2.39 1.75 2

8464 10.29 6.39 1.01 0.81

8465 15300 7680 4.18 3.89 2

8466 1806 283 3.26 2.45

8645 5694.65 2920 3.76 3.47 2

8646 524 249 2.72 2.40

8647 22.45 17.9 1.35 1.25 2

8648 2.43 1.76 0.39 0.25

Tablo IIl. Kalitatif HCV-RNA Calismasi lcin Gonderilen NEQAS Plazma Orneklerinde Referans ve Olciim
Sonuclar

Program NEQAS NEQAS referans Olgiim Genotiplendirme  NEQAS
tipi ornek no sonuglari sonuglari sonuglari skoru
HCV-RNA 8134 Pozitif Pozitif 2b 2
Saptama 8135 Pozitif Pozitif 2b 2

8354 Pozitif Negatif? NEQAS’a Skorlanmadi©

bildirilmedi®

8355 Negatif Negatif - 2

8593 Pozitif Pozitif 3a 2

8594 Pozitif Pozitif 3a 2

@ Sadece “in-house” PCR ile pozitif olarak saptanmistir.

® NEQAS’a sonug bildirme tarihinden sonra devam eden calismada tip 1a olarak genotiplendirilmistir. Bu 6rnek
NEQAS’In 2166 no’lu dagitim raporunda tip 1a olarak tanimlanmistir.

€ Bu 6rnek, viral yiik median degerinin ¢ok dustik -yaklasik 79 1U/ml- olmasi nedeniyle NEQAS tarafindan
skorlanmamistir.
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Sekil 1. HBV-DNA gercek zamanli PCR testinde beklenen ve 6lctilen degderlerin (log, , kIU/ml) lineer regresyo-
nu [r= 0.987, r’= 0.972, regresyon katsayisi= 0.924, sabit: -0.074. Olgiilen deder= (-0.074) + (0.924 x bek-
lenen deder)].

gerlendirme skorlari alindiktan sonra iki kez daha calisilmis, yine negatif olarak tanimlan-
mig; sadece “in-house” PCR ile pozitif olarak saptanmis ve genotiplendirilmistir. Geno-
tiplendirme calismasinda ise, tim pozitif 6rnekler dogru olarak tiplendirilmistir (Tablo
Ill). HCV-RNA PCR testinde NEQAS skorlari -bir 6rnek disinda- 2 olarak elde edilmistir.
Buna gore skorlanan tim HCV 6rneklerinde tanimlama orani %100 (5/5), gelen tim or-
neklerde ise %83.3 (5/6) olarak belirlenmistir.

TARTISMA

HBV ve HCV-PCR testinde, skorlanan dis kalite kontrol 6rneklerinde, tanimlama oran-
larinin %100 olarak belirlenmesi laboratuvarimizin bu testlerdeki tanisal performansini
gosteren veriler olarak degerlendirilmelidir. HBV-DNA kantitasyon testinde elde ettigimiz
skorlar, NEQAS'in ideal skorlaridir ve beklenen ile 6lctlen degerler arasindaki korelasyo-
nun olduk¢a glicli oldugu (r= 0.987) gorulmektedir. Bu sonuglar antiviral tedavi alan
HBYV ile enfekte hastalarda viral yUk test sonuglarinin dogrulugunu cok iyi yansitmaktadir.

HCV-PCR testinde yalanci negatif olarak saptandigi icin skorlanmayan bir 6rnek disin-
da skorlarin ideal oldugu gorilmektedir. Yalanci negatif olarak tanimladigimiz 6rnegin,
HCV viral yuk degeri, NEQAS tarafindan degerlendirme raporlarinda yaklasik 79 1U/ml
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olarak belirtilmistir (NEQAS’in ilgili dagitiminda bu 6rnek, iki laboratuvarin belirsiz sonu-
cu vermesi de dahil olmak lzere %77.9 oraninda bir dogrulukla bilinmistir). Bu deger,
PCR testinde kullandigimiz kitin analitik duyarliigin altinda bir degerdir. Bu nedenle 6r-
nek yalanci negatif olarak tanimlanmis olabilir. Bu sonug, HCV-PCR testinde kullanilan ki-
tin analitik duyarliigin daha da artirlmasi gerektigini gésterebilir. Ote yandan rutin PCR
tani laboratuvarlarinin bir cogunda, HCV enfeksiyonlarinin tanisinda ve tedavi takibinde
hem kalitatif hem de kantitatif gercek zamanli HCV-PCR testleri kullanilmaktadir. Zira
analitik duyarliigr yiiksek ve dinamik araligi genis tek bir HCV-PCR kiti bulunmamakta-
dir’. Bu nedenle zayif pozitif drneklerin saptanmasinda kalitatif ya da “in-house” PCR
metodu daha basarili olabilir. Mancini ve arkadaslarinin'> cok merkezli calismasinda, 368
HCV pozitif 6rnegin ikisinde yalanci negatif sonug saptandigi ve bu érneklerin zayif po-
zitif ornekler (3.0 1U/ml log, ;) oldugu belirtilmistir. NEQAS’in, 2000-2004 yillari arasin-
da, aralarinda tlkemizden laboratuvarlarin da bulundugu 159 katihmci laboratuvardan
olusan HCV-RNA saptama ve genotiplendirme degerlendirme programinda, %3.3 ora-
ninda yalanci negatiflik, %1.7 oraninda ise yalanci pozitiflik saptanmistir?®. HCV geno-
tip 4, 5 ve 6'nin bulunmadigi bu HCV test panellerinde katiimcilarin %94.7-100 oranin-
da genotipleri dogru tanimlamis oldugu bildirilmektedir?®. Benzer bir sorun, 2 log,,
kopya/ml HBV-DNA iceren bir 6rnegi 2007 yilindaki dagitimina dahil eden QCMD pa-
nelinde de saptanmistir. Katilimcilarin 6zellikle bu 6rnegi dogru belirlemede sikinti yasa-
masi duyarlilik sorununu giindeme getirmektedir’. Ote yandan NEQAS, HCV-RNA so-
nuclarimizda da goruldigu gibi viral yik median degeri cok dusiik 6rneklerde skorlama
yapmamaktadir. Benzer bir uygulama EU-QCCA tarafindan da yapilmakta ve zayif pozi-
tif (< 5 x 103 kopya/ml) érnekleri yalanci negatif olarak tanimlayan laboratuvarlara ceza
puani vermemektedir?!.

Dis kalite kontrol degderlendirme programlari, katihmci laboratuvarlara, kendilerine
yollanan test 6rneklerinin deneyimli kisilerce caligilmasi ve rutin test drnekleri gibi islem
goérmesi gerektigini bildirmektedir?’. Laboratuvarimizda NEQAS dis kalite kontrol 6rnek-
leri, rutin hasta ornekleri gibi calisiimaktadir. Bu nedenle HBV ve HCV PCR testleri bir kez
calisiimisg ve sonuglart NEQAS’a gonderilmistir. Ancak test panellerinde sonuca ulagmak
icin ornekleri iki ya da U¢ kez analiz etmenin ve oldukca 6zenli davranmanin, uygulama
ihlali anlamina gelmeyecegi belirtiimektedir?’. Ote yandan dondurup ¢cézme ile érnek
stabilitesinin kaybolabilecegi ve elde edilecek tekrarli sonuglarin hatal olabilecegi endi-
sesi ortaya cikabilir. NEQAS'In katilimcilarina yolladigi HBV-DNA 6rneklerinin oda 1sisi,
4°C ve -30°C’de 11 ay, HCV-RNA orneklerinin ise -30°C’de yaklasik 7 ay stabil kaldigi ve
calisma ici tekrarlarda, sonuclar arasinda yaklasik 0.5 log, , varyasyon saptandigi belirtil-
mektedir'®,

Katihmcar laboratuvarlara gonderilen panellerde az sayida 6rnek bulunmasi, génderi-
len bazi orneklerin uygunsuzlugu ve sonuglarin genellikle yayimlanmamasi dis kalite
kontrol degerlendirme programlarinin dezavantajlari olarak éne cikmaktadir?. Laboratu-
varimiza gonderilen NEQAS HCV panellerinde genotip 4, 5 ve 6'nin bulunmamasi ne-
deniyle tim genotipleri sinayamamis olmamiz bir dezavantaj gibi goriinmektedir. Bu ne-
denle dis kalite kontrol degerlendirme organizasyonlarinin, katiimcilarin bulundugu
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cografyada sik rastlanmayan HCV genotiplerini icerecek ornekleri de yollamalari uygun
olabilir. Calismamizda, HCV'nin genotiplendirilmesi DNA dizi analizi ile yapiimistir. DNA
dizi analizi, karmasik ve cok basamakli prosediirii nedeniyle optimizasyonu glg olan bir
tekniktir. Klinik tani laboratuvarlarinda genotiplendirme, polimorfizm ve mutasyon ana-
lizlerinde siklikla kullaniimaktadir. Artan 6nemi nedeniyle DNA dizi analizinde dis kalite
kontrol degerlendirmesinin zorunlu olmasi gerektigi dnerilmektedir?®282°, NEQAS’dan
gonderilen HBV ve HCV panellerinde sayica daha ¢ok 6rnek bulunmasi, PCR’de yalanci
pozitifligin ve yalanci negatifligin denetlenmesinde daha yararli olacaktir. Ote yandan dig
kalite kontrol degerlendirme programlarinin katilimci laboratuvarlara gonderdigi test
materyallerinin her zaman rutin test materyalleri ile ayni icerikte olmasi elestirilmektedir.
Orneklemelerin degistirilebilir olmasi ile bu sorunun giderilebilecegi belirtilmektedir?’.

Karsilastirmali analizlere dayal calismalarda iyi performans gosteren kitler ve calisma
gruplar tarafindan yapilan oneriler rutin PCR tani laboratuvarlarinda kullanilacak metot-
larin ve ticari kitlerin hangi kriterlere gére secilecedi konusuna aciklik getirmektedir*%. Bu
asamada, dis kalite kontrol programlarin 6nemi ortaya cikmaktadir. Kalite degerlendir-
me programlari hem sonug raporlarinda katilimcilarin kullandiklari metot ya da kitleri
belirtmeleri hem de kendi yaptiklari performans calismalari, rutin PCR tani laboratuvar-
larinda kullanilacak metot ve ticari kitlerin secimine yén verebilmektedir3%3',

Sonug olarak, HBV ve HCV enfeksiyonlarinin molekiler tanisinda dis kalite kontrol ¢a-
ismalarinin 6nemini vurguladigimiz bu calismada, kendi laboratuvarimizin bu konudaki
performansi degerlendirilmistir. Elde ettigimiz sonuglar, HBV-PCR’de viral yiik test sonug-
larinin oldukga iyi, HCV-PCR testinde ise kullanilan kitin analitik duyarlihgin daha da ar-
tinlmasi gerektigini gostermektedir. Rutin PCR laboratuvarlari, kullanacaklari metotlari ve
kitleri secmek, kit ve laboratuvar kosullarini denetleyebilmek ve performanslarinda iyiles-
me saglayabilmek icin tarafsiz bir degerlendirmeye, kisaca dis kalite kontrol degerlendir-
me programlarina mutlaka ihtiya¢c duymalidir. Dig kalite kontrol 6rnekleri, calisma kosul-
larini yansitmasi ve olasi sorunlari gostermesi bakimindan hasta 6rnekleri gibi caligilmal
ve sonuclari tekrarli analizlere dayandirmaktan kacinmalidir. Ayrica gelecekte NEQAS ta-
rafindan dagitimi yapilacak panellerde, laboratuvarlarin performansini tam anlamiyla
yansitmasi bakimindan HCV genotip yelpazesi genis tutulmali ve daha ¢ok sayida test
ornegi bulunmalidir.
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