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検査センターを対象 とした結核菌薬剤感受性試験

外部精度アセスメント

御手洗 聡

※日本結核病学会抗酸菌検査法検討委員会

要旨:〔 目的〕当委員会では抗酸菌検査の精度管理に関する研究を2001年 度より実施 してお り,2003

年度は検査センターを対象 として薬剤感受性試験の外部精度アセスメントを実施 した。〔方法〕月平

均20件 以上の薬剤感受性試験 を実施 している23施 設について耐性既知の結核菌10組20株 を送付 し,

各施設が通常実施する方法で薬剤感受性試験を行い,結 果を標準判定と比較 した｡〔結果)INHで は

感度の平均が95%(29～100),特 異度の平均が100%,一 致率の平均が97%(50～100)で あった。 ま

たRFPで は感度の平均が95%(63～100),特 異度の平均が99%(67～100),一 致率の平均が97%(70

～100)で あった。SMで は感度の平均が66%(33～100) ,特 異度の平均が94%(64～100),EBで は

感度の平均が96%(33～100),特 異度の平均が74%(57～86)で あった。〔考察〕今回の参加施設では

INHお よびRFPに ついて平均としてWHOAUATLDの 基準を満た しており,良 好な結果であったが,

施設によって結果にばらつ きがみられた｡外 部精度アセスメントの繰返しと改善活動が重要である。

キーワーズ:結 核,薬 剤感受性試験 精度管理,検 査センター,外 部精度アセスメント

は じ め に

現在の医療ではEvidencebasedmedicineが 基本概念で

あ り,結 核の領域でも当然適応されることは論をまたな

い｡結 核の治療は基本的に 「定型化 された標準療法」で

あ り,途 上国では基本的に抗酸菌塗抹検査(お よび培養

検査)の みで経過を観察するにすぎず,サ ーベイランス

以外の目的で個々の症例に薬剤感受性試験 を実施 して

evidencebasedの ケアをすることはほ とん どない｡し か

しながら,治 療成功をより確実にするためには,日 本結

核病学会治療委員会の標準療法見直しの前文にもあるよ

うに 「感受性のある薬剤を3剤 以上」投与することが き

わめて重要である｡こ こで薬剤感受性試験の信頼性が重

要な問題 となるが,日 本結核病学会抗酸菌検査法検討委

員会による市販薬剤感受性試験培地の精度に関する研究

等の例を除けば,こ れまで日本では一般施設に対する結

核菌の薬剤感受性試験に関する外部精度アセスメントは

実施されていなかつた｡治 療の信頼性を増すため,薬 剤

感受性試験 の精度 を確保す るこ とが重 要 とな ってい る｡

世 界 的にみて も,結 核菌 の薬剤感 受性 試験 の精度管理

につ いて は 未 だ確 立 した 方 法 は な い｡世 界 保 健 機 関

(WorldHealthOrganization:WHO)と 国 際結核 肺疾 患 予

防 連合(lnternationalUnionAgainstTuberculosisandLung

Diseases:IUATLD)は1994年 か ら世 界 の 薬 剤 耐性 結核

サーベ イランスを実施 してい るが,こ れ に先立 って世界

中 の抗 酸菌検査施 設か ら20数 カ所 をSupra-NationalRef-

erenceLaboratory(SRL)と し て 指 定 し,WHO1皿JATLD

の セ ンターか ら菌株 を配付/し,各 施設の薬剤感受性試験

の結 果 を比 較 して精 度 を評価 してい る胸｡こ の菌株 は

地域 の精度 管理 に も用 い られ,大 多 数のSRLで の 一一・ISt

した 結果 をもつて各株の耐性あ るい は感受 性の標準判 定

と してい る｡こ の方法 に問題が ないわ けで はないが,現

在実施 し得 る最 も有効 な方法であ ると思 われ る｡

日本 におけ る結核 菌の薬剤感受性試験 は,そ の多 くが

衛生検査所(検 査 セ ンター)に て実施 されている3)｡こ れ

らの施設 に対 して外部精度アセス メン トを実施す る こと
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は,多 くの患者の試験結果の信頼性を高めるのに有効と

思われる｡今 回,SRLで 実施 しているのと同様の方法を

用い,薬 剤感受性試験の外部精度アセスメン トを通 じて

検査精度を向上させ ることを目的として研究を実施 し

た｡

対象と方法

(l)参 加施設

月平均20検 体以上の結核菌薬剤感受性試験 を実施 し

ている検査センターを対象とした｡基 本的には参加は任

意であり,日 本結核病学会理事長および抗酸菌検査法検

討委員会委員長の連名による本調査への参加依頼を送付

し,諾 とした施設のみに試験用の検体を送付 した｡最 終

的に24施 設がパネルテス トに参加 した｡

(2)被 験結核菌株

被験結核菌株を2%小 川培地上に発育 した状態で送付

した｡今 回送付 した菌株はSRLNetwork(SRLN;研 究実

施時全世界に20施 設)でl996年 に実施された薬剤感受

性試験外部精度アセスメントプログラムに使用 された9

菌株 に標準菌であるH37Rvを 加えたlO株 であ り,再 現

性の評価のためそれぞれ2本 ずつ計20株 とした｡こ れ

らの株については,既 にSRLNに て耐性/感 受性の評価

が定 まってお り,そ の最終的な評価 を基準 として感受

性 ・耐性を判定 した｡そ れぞれの施設に配付された検体

には,一 検体ずつ無作為に異なる番号が割 り振られてお

り,す べての結果はこの番号によって分類した｡当 然な

がら菌株の中には多剤耐性 を含む薬剤耐性株が含まれて

いるため,取 り扱いについては十分なる注意を喚起 した｡

(3)試 験薬剤

試験薬剤についてはSRLNの 方式にならってIsoniazid

(】〔NH),Rifampicin(RFP),Streptomycin(SM)お よびEth・・

ambutol(EB)の 主要4薬 剤とした｡

(4)薬 剤感受性試験方法

基本的に各施設で日常実施 している方法で感受性試験

を行 うこととした｡菌 株と同時に調査用紙を配付 し,接

種菌の調整法について調査 した｡そ れぞれの菌株の薬剤

感受性試験の結果は2000年 の結核菌検査指針に基づ き

1%をcriticalproportionと して 「耐牲 」あるいはr感 受性」

のいずれか として判定 した｡報 告用紙 に記入する際は,

感受性にはS,耐 性にはRを 用いて表記 した｡

(5)結 果の解析

WHOAUATLDの 外部精度アセスメントにて70%以 上

のS"で 一致 した成績をその菌の示す耐性 ・感受性の

標準朝定 とした｡今 回使用 した菌株の中にペアの一方の

株でSMに 関 してSRLNで の一致が70%を 下回るものが

あったが,も う一方では70%以 上であったことからそ

のまま評価 した｡各 施設から送付された結果については

結核 第80巻 第4号2005年4月

「感度j「 特異度」「耐性 的中率」「感受性的中率」「一致

率」お よび 「再現性」を計算 し評価 した｡感 度 とは,

SRLNで 耐性 と判定 した株を正 しく耐性 と判定する割合

であ り,特 異度 とは同様にSRLNで 感受性 とした株を正

しく感受性と判定する割合である｡耐 性的中率とはある

菌株 を 「耐性」と判定した時,そ の判定が正解である確

率であ り,同 様に感受性的中率とはある菌株を 「感受性」

とした時の正解率である｡一 致率はSRLNと の判定の一

致の割合であ り,再 現性は各菌株ペアにおける判定結果

の一致率を示す｡解 析結果についてはそれぞれの施設に

通知するが,当 該施設以外の施設名は匿名化 し,個 々の

施設が特定されないよう配慮 した｡

結 果

薬剤感受性試験パネルテス トを実施 した24施 設のう

ち23施 設について,所 定の書式 に従つた検査結果を得

た｡な お,送 付 した菌株のうちl施 設で1株 のみ発育 し

なかつたため,こ の株については対象から外 し,他 の菌

株についてのみ評価 した｡最 終1施 設は結果返送不可 と

のことにてリタイアとし,今 回対象から除外 し,最 終的

に23施 設の結果について評価 した｡

(1)検 査法および菌液調整法

検査法および菌液調整法についてみると,今 回パネル

テス トを実施 した施設では全施設で比率法が採用されて

いた｡接 種菌液の調整法では,23施 設中17施 設が液体

培地にて増菌を行い,目 視あるいは比濁計による吸光度

測定にて濃度調整を行ってから希釈菌液の調整を行つて

いた｡他 の6施 設については固体培地 から取 った菌を分

散チューブ等でホモジナイズした後,希 釈液を作製 して

いた｡検 査に使用された培地についてみる と,23施 設

中17施 設が ビッ トスペ ク トルーSRを,5施 設が ウエル

パ ックSを,2施 設が1%小 川培地を使用 していた｡な

お,1施 設についてはウエルパ ックSと ビットスペク ト

ルーSRの両方を使用 していた｡検 査の安全性 に関 して,

全施設で安全キャビネットが使用 されていた｡

(2)INH感 受性試験

結果について薬剤別にみると,Table1に 示す とお り

INHで は感度の平均が95%(29～100),特 異度の平均が

100%,耐 性的中率の平均が100%,感 受性的中率の平均

が90%(38～100),・ ・・…致率の平均が97%(50～lOO)で あつ

た｡感 度 ・特異度 ともに100%の 施設がl8施 設(78.3%)

であ り,判 定の不一致についてみると,SRLNで 耐性 と

された菌株 を感受性 として調定 した場合が5施 設で13

株について認められたが,感 受性株 を耐性 と判定した例

はなかった｡こ の13株 のうち6株 はll-57あ るいは1[1-84

のペア株に集中 してお り,こ の菌株はSRLNで も19施

設 中5施 設が感受性 と判定 したやや一致性の低 い菌で
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あ つた｡

(3)RFP感 受 性試験

RFPの 感 受性 試験 結 果 をTable2に 示 した｡RFPで は

感 度の平均 が95%(63～100),特 異 度の平均 が99%(67

～100)
,耐 性 的 中率 の平 均 が98%(60～100),感 受 性

的 中率 の平均が97%(80～100),一 致 率 の平均 が97%(70

～100)で あ った
｡感 度 ・特 異 度 と もに1oO%の 施 設 は

17施 設(73.9%)あ り,不 一致例 をみ る と6施 設で14株

につ いて認め られた｡こ のうちSRLNで 耐 性 と判定 され

た株 を感 受性 と判定 した場 合(false-susceptible)が9株

で あ り,そ の反 対 にSRLN感 受 性 株 を耐性 と した場合

(false.resistant)が4株 で あつた｡

(4)SM感 受性 試験

SMで の結果 をTable3に 示 した｡SMで は感度 の平均

が66%(33～100),特 異 度 の平均 が94%(64～10o),耐

性 的中率の平均が83%(44～100),感 受性 的中率の平均

が87%(78～100),一 致 率 の平 均 が86%(65～100)で

あ った｡感 度 ・特 異度 と もに100%でSRLNと 完 全 に一

i致した施設 は5施 設(21.7%)で,INHIRFPに 比 較す ると

少 なかっ た｡不 一致例 は18施 設で66株 に 認 め られた｡

False-resistantは20株 に 認 め られ てい るが,こ の うち18

株 は 皿一10(皿 一21と 同 一),H-19(ll-56と 同一)お よび

皿一67(1【-89と 同 一・)に 集 中 してい た｡こ れ らの株 は

SRLNに お いて も完 全 な一致 が 認め られ て お らず,II-

10,ll-21,皿49,ll-56,H-67お よ びll.89の そ れ ぞ

れ に つ い て78.9%,84.2%,63.2%,73.7%,94.7%お よ

び84.2qeの 一 致 率 で あ る｡ま たfalse-suSceptibleが46株

に 認め られ ているが,こ れ もH-32(U-47と 同一)お よ

びll.57(ll-84と 同 一)株 に集 中 してお り,45株(97.8%)

を 占 めていた｡

(5)EB感 受 性試験

Table4にEBの 結 果 を 示 す｡EBで は 感 度 の 平 均 が

96%(33～100),特 異 度 の 平均 が74%(57～86),耐 性

的 中率の平均 が61%(33～75),感 受 性 的 中率 の平 均が

98%(71～100),一 致 率 の平均が81%(60～90)で あ った｡

不 一致 は89株 にお いて 認 め られ,83株 はfalse-resistant

で あ った｡特 にH4(fi-18と 岡 一)お よびU-19(1-56

と 同一)に 全体の91.6%に あ た る76株 が 集 中 していた｡

(6)菌 株 ご との判定一致率

個 々の菌株 につ いてSRLNで の 判定結果 と,今 回参加

施設 との判定 の差 違 をTable5に 一 致 率で示 した｡今 回

はll.57(ll-84と 同 一株)に つ いて被 験施 設でSM感 受

性 と判定 され る ことが多 く,23施 設 中l5施 設 がSM感

受 性 と判定 して いた｡ま た 皿一1(皿 一18と 同 一),li.l9(∬

-56と 同 一)に つ いてEB耐 性 と判 断されている場合が多

く,特 にll-1に つ いては全施設 でE8耐 性 と判定 してい

た｡そ の他 の株 につ いては概 ねSRLN判 定 との一致率 は

結核 第80巻 第4号2005年4月

高かった｡

(7)薬 剤ごとの耐性 ・感受性的中率

耐性的中率および感受性的中率について,今 回のパネ

ルテス トに用いた菌株の薬剤 ごとの耐性菌の頻度ととも

にTable6に 示 した｡

考 察

抗結核薬の感受性試験情報は効果的な結核診療の上で

きわめて重要である｡特 に薬剤感受性試験の多 くが病院

検査室ではなく,外 部検査 として検査センターで実施 さ

れていることを考慮すると,こ れらの施設に対する外部

精度アセスメント活動は必須であると考えられる｡今 回

参加 した23施 設はいずれも毎月20件 以上薬剤感受性試

験を実施 してお り,年 に数千件実施している施設 もあつ

た｡こ のような大規模施設に対 して外部精度アセスメン

トを実施 したことは検査精度の向上に有用であったと考

える｡

WHO/IUATLDで は基本的にINHお よびRFPに 対 して

感度,特 異度,再 現性 を95%以 上に保つことを基本とし,

主要4剤 について一致率90%以 上を目標 としている｡

今回の参加施設の平均ではINHお よびRFPに ついてこ

れ らの基準を満 たしてお り,平 均的には良好な結果で

あったと言える｡し かしなが ら,INHに ついては5施 設

で感度95%以 下であ り,-i致 率が50%と いう施設 もみ

られた｡特 に感度29%と なった施設では4組8株 で耐

性菌を感受性 と判定 しており,他 の施設を含めて判定の

不一致がみられた12株 すべてについて耐性株 を感受性

と判定 していた｡RFPに ついても6施 設で感度が95%を

下回つてお り,一 致率でも2施 設が90%未 満であつた｡

RFPに おける判定の齪擁についてみると,SRLNに て耐

性とされた株を感受性 とした場合がほとんどであり,感

受性菌を誤って耐性 と判定 している例は1施 設で4株 み

られたのみであった｡こ のうち1-67(H-89)に ついては,

この株を感受性 と判定 した4施 設のうち3施 設でペア株

のうちどちらか一方を耐性 と判定していることか ら,検

査手技上の問題ではないかと考えられた｡

そこでINHお よびRFPに ついて結果に齪擁がみ られ

た施設についてインタビューを行つたところ,1つ の原

因として菌液調製の段階での問題が考えられた｡こ れは

すべての菌株の発育速度が同一でないため,全 菌株 につ

いて同一の培養時間では十分に増殖 していない菌株があ

り,濁 度が不十分であつたにもかかわらず これがそのま

ま接種 されて判定されていた もので,100倍 希釈コン ト

ロールに十分な発育がみられないというものであつた｡

薬剤感受性試験では菌の発育状態をそろえることと共に

接種菌の濃度 も重要であ り,菌 株により培養期間を調整

して一定の濁度を得るようにすることが重要である｡ま
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た,試 験に用いた培地の一部で使用期間が過 ぎていた可

能性もあった｡使 用期間を過ぎた培地が使用された経緯

には菌株の発送が遅れたことも影響していた｡

また,菌 液接種後の培養条件についてみると,培 養ス

ペースが狭小なため斜面台上での培養は1日 以下です ぐ

に試験管立てに立てて培養する施設があ り,凝 固水が多

く残つていることが観察された｡管 底に菌が固まって し

まいコロニー数がカウントで きない場合 も考えられ,斜

面台での培養を十分に長 くすることも重要と思われた｡

SMに ついては感度が66%と 低 く,特 異度が94%と 高

かったことから,ほ とんどはSRLNで の耐性株 を感受性

と判定 していると解釈 された｡こ れは主にll.32(r【47

と同一)お よびH-57(9-S4と 同一)株 にみ られたが,

ll-57株ではSRLNl9施 設中5施 設が感受性 と判定 して

お り,一 方ll-32株 についてはSRLN19施 設のうち18施

設で一致 している｡ll-32株 については,感 受性 と判定

した9施 設のうち2施 設がペア株の一方で耐性 と判定し

てお り,手 技的な問題がある可能性を示唆 している｡使

用されている試験培地についてみても,ll-32株 のみみ

るとある特定の培地に判定不一致が偏在 しているように

思われたが,1-57株 についてみると,い ずれの培地で

もほぼ同様 に不一致がみ られた｡こ の事象は2002年 の

市販薬剤感受性試験培地の精度管理においても認められ

てお り,そ の時点では判定結果の不一致が薬剤濃度の差

異によるものではないとしているが,今 回の結果をみる

か ぎりにおいてはL6wenstein-Jensen(L-J)培 地で用い ら

れている4.0μ9加Zの濃度に対 して,日 本では10.Oμgtml

が採用されていることが影響 している可能性 も無視でき

ないのではないか と思われた4)5)｡

EBに ついては,も とより静菌的な薬剤であることか

ら結果の安定性に問題がいわれているが,今 回の結果で

は感度96%,再 現性96%と 良好な結果であつた｡し かし

なが ら,特 異度は74%と 低 く,SRLNで の感受性判定株

を耐性と判定 している場合がほとんどであつた｡こ の結

果はll-1(1-18と 同一)お よびfi-19(皿 一56と同一)株

に集中してお り,SMの 場合 と同様に使用 している培地

や手技的な問題ではないと思われた｡こ の試験結果につ

いては,SM同 様基礎培地の違いと設定薬剤濃度(L-Jで

は2.OPtg小ml,1%小 川では2.5μglml)が 関連 していること

も考え られた｡-J培 地での2.OPtg/mlは1%小 川培地で

は5.0μ9小ml程度に相当す るとする報告 もある6)｡今 回の

EBの 結果について,SRLNで 定めるように参加施設全

体の一致率が70%以 上の判定結果を 「標準判定」として

考えれば,ll-1に ついては感受性,ll-19に ついては判
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定対象外となり,そ の場合の感度,特 異度,一 致率はそ

れぞれ96%,97%,97%と な り,基 準を十分に満たして

いるともいえる｡

それぞれの薬剤について一致率(Efficiency)を みると,

rNH,RFP,SM,EBの それぞれについて,97%,97%,

86%,8l%で あり,SMお よびEBに ついては結果として

不十分と思われた｡

今回このような比較的規模の大きい外部精度アセスメ

ントを実施 したが,外 部精度アセスメント自体が現状で

は十分な理解を得 られていないように思われる｡も とも

と外部精度アセスメン トとは,当 該検査室の能力(パ

フォーマ ンス)を 他の上位の検査室 と比較することに

よって評価す ることとされてお り,こ の方策 と して

PanelTesting/ProficiencyTesting(技 術評価試験),CrosS

re-checking(再 検 査 試 験)お よ びOn-siteevaluation/

InSpection(検査室立ち入 り評価)の3つ の要素がある7)｡

注意すべきは,こ れ らは検査室の総合的な効率性を評価

するものであって,個 々の診断や個々の技術者の評価を

行うものではないということである｡途 上国では塗抹検

査の外部精度アセスメン トにCrossre-checkingを 実施す

るのが一般的であるが,こ れをそのまま薬剤感受性試験

に応用するのは検査すべ き検体数か ら考えてルーチンに

行うには困難が多い｡今 回実施 したパネルテス トについ

ては,中 央の作業量が比較的少なく,結 果 も早期に得 ら

れるとい う利点はあるものの,"テ ス ト"で あることが

わかっているため基本的には"持 っている技術の最高レ

ベル"を 評価 してお り,日 常の作業 を反映していない可

能性があるという欠点もある｡こ のような欠点を考慮 し

てもパネルテス トを行う意義は,多 くの対象施設の中か

ら問題のある施設を見つけ出 し,早 期に改善対策を施す

ことにある8)｡検 査の精度保証 とは,外 部精度アセスメ

ント,改 善活動,再 アセスメントの繰返 しによって検査

精度を永続的に維持改善させるシステムであ り,外 部精

度アセスメント単体では意味がない｡今 回の結果が内部

精度管理に反映されることを期待 しつつ,積 極的な改善

活動も実践されるべ きである｡
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THE EXTERNAL QUALITY ASSESSMENT FOR MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS 
   DRUG SUSCEPTIBILITY TESTING BY PROFICIENCY TESTING PANEL 

              TO THE COMMERCIAL  LABORATORIES 

                             Satoshi MITARAI 

             Committee for Mycobacterial Examinations,  Japanese Society for Tuberculosis

Abstract [Objective] The Committee for Mycobacterial 

Examinations has programmed and implemented the external 

quality assessment for Mycobacterium tuberculosis drug sus-
ceptibility testing by proficiency testing panel to the commer-

cial laboratories that perform drug susceptibility testing more 

than 20 cases monthly. 

 [Method] It utilized 20 strains, exactly pairs of 10 strains, 
of Mycobacterium tuberculosis that were evaluated for the 

resistance pattern in the WHO/IUATLD supra-national labo-

ratory network (SRLN), and the concordant results within 

SRLN were employed as the gold standard of the test. Each 

laboratory performedthe drug susceptibility testing with rou- 

tine method including the preparation of bacterial suspension. 

 [Results] As a result, the sensitivity for isoniazid (INH) was 
 95  % on an average, ranging from  29% to  100%. The speci-

ficity and efficiency for  INH were  100% and  97% (50-100), 

respectively. Additionally, the reproducibility for  INH was 

 99% (90-100). Similarly, the sensitivity, specificity, efficien-
cy and reproducibility for rifampicin (RFP) were  95%  (63— 

100),  99% (67-100),  97% (70-100) and  98% (90-100), re-

spectively. The sensitivity, specificity, efficiency and repro-

ducibility for streptomycin (SM) were  66% (33-100),  94% 

(64-100),  86%  (65-100) and  96% (80-100), respectively. 
For EB, the sensitivity, specificity, efficiency and reproduc-

ibility were  96% (33-100),  74% (57-86),  81  % (60-90) and 

 96% (80-100), respectively. 

  [Discussion] The required standard for satisfactory results 
of sensitivity, specificity and reproducibility is  95%, and the 

results for  INH and RFP were excellent on an average. How-

ever, several laboratories showed unsatisfactory results, espe-

cially in sensitivity. Almost all the discordant results for INH 

and  RFP were false-susceptible comparing to the gold stan-

dard. For INH, one pair of tested strain showed discordant re-

sults in many evaluated laboratories and seemed to reflect the 

relatively low concordance even in SRLN. On the other hand, 

the reason for false-susceptible results for RFP was unclear. 

Several laboratories showed discordant results in one strain

pair so that it might be a technical mistake. 
 The sensitivity of SM was remarkably low and it was due 

to many false-susceptible results, which was twice the number 

of false-resistance. It was due to the character of tested strain 

partially considering relatively low concordance in SRLN. 
However, there was no persuasive explanation for the incon-

sistency in other strains that showed highly concordant results 

in SRLN. The difference of critical drug concentration in 

 LOwenstein-Jensen and  1% Ogawa medium might contribute 

to the discrepancies. 

 The specificity of EB was low and it was due to many false-

resistant results. About a specific pair of tested strain, almost 

 100% of laboratories showed concordant false-resistant  re-

sults whereas SRLN showed perfectly concordant susceptible 

result. If this strain was considered as resistant and another 

strain that showed less than  70% concordance in the tested 

laboratories was excluded, the sensitivity, specificity and effi-

ciency would improve to  96%,  97% and  97%, respectively. 

 The proficiency testing is a part of external quality assess-

ment system and requires following corrective actions. A 

permanent quality improvement and maintenance will be 
expected through the spiral circulation of quality assurance 

activities. 
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