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近
几十年来，虽然登革热的真实病例数由于

漏报而被低估，但是登革热的发病率仍然

显著增加。Bhatt等人认为每年大概发生

3.9亿登革热感染，其中9600万出现临床症状[1]。亚太

地区（包括WHO东南亚地区和西太平洋地区）每年都

有多起以及较大规模的登革热暴发，是登革热的高发

区，占全球负担的70%。在西太平洋地区，2014年所罗

门群岛就有1513例登革热病例[2]，中国有45 171例登革

热病例，马来西亚有108 698例登革热病例[3]。在近70

多年中，日本也首次报道了本土病例[4,5]，而且登革热

3型病毒在消失18年之后再次在太平洋地区流行[6]。

基孔肯雅热是对亚太地区的新发威胁。该疾病

是由基孔肯雅热病毒（甲病毒属）通过蚊子传播引起

的，与登革热病毒具有部分相同的传播媒介（埃及伊

蚊和白纹伊蚊等）。临床症状和登革热也相似，尽管

基孔肯雅热通常是一种比较温和的疾病，但是常会伴
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有一些引起不适的后遗症，如有36%-64%的病例出现持

久性关节痛[7]。由于基孔肯雅热症状和登革热相似，

同时能够和登革热病毒共同传播，因此基孔肯雅热病

毒或许已经在本地区内有传播[7,8]。寨卡病毒也是同

样情况，寨卡病毒是一种60年代在亚洲检测出的黄病

毒 (flavivirus)，最近在太平洋地区和美洲地区出

现[9]。由于寨卡病毒和小头畸形以及一些神经疾患的聚

集性病例有关，WHO已经于2016年2月1日宣布寨卡为“

国际关注的突发公共卫生事件”[10]。

准确的实验室诊断是监测和响应的重要组成部

分。特别在登革热流行的地区，如果没有实验室确

认，很难区分登革热和基孔肯雅热这两种相似的疾

病。这就会影响到卫生应对，因为针对埃及伊蚊和白

纹伊蚊需要不同的控制策略[11]，而且临床医生也需要

专业的培训来处理重症登革热病例[12]。登革热和基孔

肯雅热的诊断是相似的。在感染的急性期，诊断的重

目的：继2013年第一轮登革热的外部质量评估（EQA）后，针对亚太地区国家级公共卫生实验室再次进行了登革热和
基孔肯雅热诊断的外部质量评价。

方法：24个国家级公共卫生实验室在由2个模块组成的测试平台上进行常规诊断试验。其中，模块A是含有登革热病毒
或基孔肯雅热病毒的血清样本，用于检测核酸和非结构蛋白1（NS1）抗原。模块B含有人血清样本，用于登革热病毒
抗体的检测。

结果：在参加模块A测试的20个实验室中，有17（85%）个实验室通过RT-PCR技术正确地检测到登革热病毒RNA，有18
（90%）个实验室正确地确定了血清型，有19（95%）个实验室通过RT-PCR正确地检测出基孔肯雅热病毒。在15个进行
NS1检测的实验室中，有10（66.7%）个得到了正确的检测结果。在模块B测试中，有18/23（78.3%）的实验室正确地
检测到登革热抗体IgM，有20/20（100%）的实验室正确地检测到登革热抗体IgG。在24个参与测试的实验室中，有19
（79.2%）个实验室可以使用分子（RT-PCR）和血清型方法（IgM）两种方法检测到急性或近期的登革热感染。

讨论：准确的实验室检测是登革热和基孔肯雅热监测和控制的重要组成部分。通过本次第二轮外部质量评估可以看
出，亚太地区的实验室在这些疾病的分子和血清型试验诊断方面具有较好的水平。在将来的EQA中，应该包括寨卡病
毒检测在内的更全面的诊断检测。
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病毒分离物通过哺乳动物细胞培养（分别为Vero 和

BHK Clone 21）的上清液得到，包括DENV-1 (SG(EHI)

D1/19944Y13, Genotype III, GenBank: KP685234), 

DENV-3 (SG(EHI)D3/26592Y13, Genotype III, 

GenBank: KP685235) 和CHIKV (SGEHICH06071Y13, 

GenBank: KP685237)。细胞上清液中的病毒颗粒通过

1小时60℃的热处理，使之灭活，经过三阶段内部细胞

病毒感染实验证实其无感染性。经过热处理的样本用

无病原体的人血清进行稀释(SeraCare Life Sciences, 

Milford, MA, USA)，通过内部RT-PCR确定其最终的病

毒载量（用基因组当量/毫升[GE/mL]测量）[18,19]。通

过商用登革热NS1试验（Panbio登革热早期NS1抗原捕

获ELISA[Alere 公司，Waltham，MA,美国]）和登革

热NA1银盒[Standard Diagnostics Inc.，Kyonggi-

do，韩国]确定登革热病毒样本中含有NS1抗原。只有

同时被NS1试验和RT-PCR实验证实含有登革热病毒的

样本才能纳入本模块中。两份血清样本作为阴性对照

（A2015-V07 和A2015-V10），并且通过NS1试验和RT-

PCR实验确定其登革热病毒和基孔肯雅热病毒为阴性。

对于模块B，将近期恢复的登革热病人的血清分

成两个系列(B2015-S02和B2015-S03; B2015-S04 和

B2015-S05)，这些血清中含有针对登革热病毒1-4型的

中和抗体（>1:1000，通过内部基于细胞的噬斑减少中

和技术[plaque reduction neutralization test , PRNT]
确定）[20]。这些样本经过登革热病毒商用试验(Bioline 
Dengue Duo [Standard Diagnostics Inc.]、登革热病

毒IgM捕获DxSelect[Focus Diagnostics, Cypress, CA, 
USA]、Panbio登革热IgG捕获以及IgG间接ELISA[Alere 
Inc])检测证实登革热病毒抗体IgM和IgG阳性。样本

B2015-S02 和B2015-S03为高IgM (IgM捕获> 72 Panbio 
units; > 11为阳性)和高IgG（IgG捕获> 97 Panbio 
units; > 22为阳性)，而样本B2015-S04 和B2015-S05为

低IgM (IgM捕获为18 Panbio units; > 11为阳性)和高

IgG (IgG捕获 > 87 Panbio units; > 22为阳性)。样本

B2015-S01 和B2015-S06是阴性对照（仅有人血清），并

且通过上述商用和PRNT方法确认样本的抗登革热病毒抗

体为阴性。

在将外部质量评估样本发放到各个实验室之前，

所有的样本都要在ISO 15189和CAP认证的实验室使用

登革热病毒和基孔肯雅热病毒RT-PCR方法[21,22]和SD 

Bioline Dengue Duo 试剂盒方法进行检测。

参加此次评估的实验室可以选择一个模块或者两

个模块进行测试。所有的样本在发放之前都进行了编

号并冻存在-80℃环境中。有一个实验室要求向其提供

登革热四种血清型的阳性对照物，以便用于核实登革

热RT-PCR实验方案。同样，如果实验室要求，也会向

点放在病毒RNA的检测上（或者是登革热病毒的非结构

蛋白S1）；在恢复期主要针对免疫球蛋白IgM和/或高

滴度的IgG进行检测[7,13]。尽管使用RT-PCR进行RNA检

测的初始花费很高，并且需要技术专家和很好的实验

设备，但是这个检测平台能够同时进行多种病原体的

检测，而且能生成血清型（登革热病毒）和基因型等

相关数据，对于追踪病毒变化和风险评估是非常有用

的[14]。目前已经有几种通过RT-PCR检测DENV和CHIKV

的试剂盒，或者通过检测IgM和IgG抗体的商业检测试

剂盒。尽管针对登革热在医院以外的即时检测技术已

经建立，但是针对基孔肯雅热的可靠、快速的诊断试

验(rapid diagnostic tests, RDTs)尚未形成[15]。

我们最近报告了WHO西太平洋地区国家级公共卫生

实验室针对登革热检测的第一次区域外部质量评估的结

果[13]，该评估由亚太新发疾病策略组织于2013年发起
[16]，参照WHO现行的针对流感外部质量评估流程[17]，使

用灭活登革热病毒和恢复期病人的血清，评估该区域内

登革热诊断试验的水平，评估结果显示在分子和血清型

检测方面有较高的检测水平。本次研究扩大了检测内

容，包含了更多登革热的诊断样本，同时也包括了基孔

肯雅热的样本，以及更广泛的区域覆盖范围，和更多的

WHO东南亚地区的国家级公共卫生实验室。

方法

参加的实验室

有24个国家级公共卫生实验室参加了此次外部质量评

估（详见文末），分别来自WHO东南亚和西太平洋的22

个国家和地区。外部质量评估测试平台于2015年2月至

5月间陆续分发到各个实验室。

外部质量评估平台的准备

考虑到外部质量评估需要一定的技术专家、足够的样

本和必须的资源等条件，因为选择了位于新加坡国家

环境局环境卫生研究所的WHO虫媒病毒及相关媒介参比

研究合作中心作为此次外部质量评估的提供者。

此 次 外 部 质 量 评 估 平 台 有 两 个 模 块 组 成

（A和B），包含由1mL血清，其中有灭活的登革热病

毒和基孔肯雅热病毒（模块A），以及0.2mL从登革热

恢复期病人中得到的血清（模块B）（见表1）。所有

的病人血清样本经过56℃一小时的热处理，并且人免

疫缺陷病毒、乙肝表面抗原和丙肝抗体的检测均为阴

性。

对于模块A，灭活的登革热病毒和基孔肯雅热
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分；对于每一个模块，成功识别出标签错误者奖励额

外1个积分。最终的计分结果是在所有可能得到的积分

中，实际所得积分所占的比例。

结果

实验室总体水平

在24个参与此次评估的实验室中，分别有20个进行

了模块A的测定，有23个进行了模块B的测定。有19

个实验室同时测定了两个模块。结果见图1。大多数

的参与实验室通过RT-PCR正确地检测到登革热病毒

（17/20，85%）、登革热病毒血清型（18/20，90%）

和基孔肯雅热病毒（19/20，95%）。而对于NS1检测，

准确性处于中等水平（10/15，66.7%）。大多数实验

室进行了抗登革热抗体IgM的检测，有18/23（78.3%）

实验室正确报告了结果。而所有20个检测IgG的实验室

均准确报告了结果。有7个实验室对单一样本类型进行

了补充检测（这种方法能够消除常规诊断中的假阳性

或者假阴性），并且对至少一种使用的试验方法报告

了正确的结果（见表2）。在24个实验室中，有18个

（75%）实验室没有鉴别出样本标签上的故意错误。

其提供基孔肯雅热的阳性对照物和用于传统或实时RT-

PCR的参比以及引物/探针序列。

数据收集和分析

每个参与实验室都有一个唯一的身份识别号，以确保

匿名参与，同时还提供说明表格和结果提交反馈表。

此外，伴随模块B样本的还有临床信息说明。另外也

包括了样本标签故意的标记错误，以评价各实验室实

验前对样本的预处理情况。各参与实验室按照常规诊

断方法对外部质量评估样本进行检测，报告发现的任

何标签错误，提交检测技术相关的背景信息，包括方

法、试剂盒、方案和使用的试剂。

在模块A中，如果使用RT-PCR或者NS1能够正确地

检测登革热病毒，或对登革热病毒进行正确地分型，

或使用RT-PCR正确地检测基孔肯雅热病毒，那么该实

验室将会分别得到两个积分。在模块B中，能够正确检

测到IgM和IgG抗体将分别得到两个积分。所有的实验

操作（包括补充的）都将实行积分，没有完成的实验

不作处罚。对于阳性样本如果仅提供了一个含糊结果

只给一个积分[23]。对每一个模块，使用有效期内的试

剂或能够验证试剂已经过期的做法都可赢得额外4个积

表1  2015年WHO东南亚和西太区登革热和基孔肯雅热外部质量评估所用的模块特征

模块 样本编号 内容 血清型/株及滴度(GE/mL)* 抗体

病毒RNA/NS1 抗原
(模块A)

A2015-V01 灭活的登革热病毒血清 DENV-1 (1.1X106) –

A2015-V02 灭活的登革热病毒血清 DENV-1 (1.0X106) –

A2015-V03 灭活的登革热病毒血清 DENV-1 (1.7X105) –

A2015-V04 灭活的登革热病毒血清 DENV-1 (1.5X106) –

A2015-V05 灭活的登革热病毒血清 DENV-1 (1.4X106) –

A2015-V06 灭活的登革热病毒血清 DENV-1 (5.0X105) –

A2015-V07 只有血清 阴性对照 –

A2015-V08 灭活的基孔肯尼亚病毒血清 ECSA (8.2X104) –

A2015-V08 灭活的基孔肯尼亚病毒血清 ECSA (9.9X104) –

A2015-V10 只有血清 阴性对照 –

抗体
(模块B)

B2015-S01 阴性的人血清 – 阴性对照

B2015-S02† 恢复期血清 – IgM, IgG

B2015-S03† 恢复期血清 – IgM, IgG

B2015-S04† 恢复期血清 – IgM, IgG

B2015-S05† 恢复期血清 – IgM, IgG

B2015-S06 阴性的人血清 – 阴性对照

* 病毒滴度为每毫升平均基因组拷贝数（genomic equivalents, GE，基因组当量）。

† B2015-S02 和B2015-S03, B2015-S04 和B2015-S05分别是从两个近期登革热恢复的病人中采集的同样的标本，用于评价实验结果的可重复
性。 

 CHIKV, 基孔肯雅热病毒; DENV, 登革热病毒; ECSA, 东中欧和南非系; ID, 编号; NS1, 非结构蛋白1.
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A2015-V03时出现了错误，其中4家报告结果不明确，1

家报告了假阴性结果。

模块B：血清学

在模块B中，所有23家实验室均进行了抗登革热病毒

IgM的检测，其中18家仅使用了ELISA的方法，1家使用

了RDT，4家同时使用了两种方法（表2）。抗体捕获

ELISA(Alere Inc.)和SD(Standard Diagnostics Inc.)

是检测IgM中最常使用的两种方法。在22家使用ELISA

进行检测的实验室中，有17（77.3%）家得到了正确的

结果，有5（22.7%）家在检测登革热IgM阳性样本时

(B2015-S04 and B2015-S05)，至少有一份标本的检测

结果不明确或者假阴性。在使用RDT的实验室中，没有

出现错误。

在模块B中，有20家实验室同时测定了登革热抗体

IgG和IgM，只有3家实验室仅进行了IgM的检测。在IgG

的检测中，所有的使用方法均未出现错误。14（70%）

家实验室只使用了ELISA检测了IgG，其余的实验室使

用了RDT检测试剂盒或使用血凝抑制试验（HI），或者

同时使用了两种方法。

与2013年外部质量评估的比较

在18家同时参加了2013年和2015年外部质量评估的实

验室中，有4（22%）家在此次评估中保持或者提升了

模块A：病毒RNA和NS1抗原

在20家使用RT-PCR进行模块A测试的实验中，有15家

（75%）实验室在测试过程中使用了实时RT-PCR技术

对一些核酸位点进行了检测，其中10家实验室只使用

了此技术（见表2）。很少有实验室在使用RT-PCR检

测登革热病毒、登革热血清型和基孔肯雅热病毒时

出现错误。在3家检测登革热病毒出错的实验室中，

有两家使用了传统的RT-PCR，错误地将登革热阳性

样本(A2015-V01, V02 and V03)报告成阴性；有一

家使用实时RT-PCR，将登革热阳性样本(A2015-V01, 

V02 and V06)报告成阴性。在两家血清型检测错误的

实验室中，其中一家实验室将仅含有登革热1型病毒

(A2015-V03)的样本报告成同时含有1型和4型，另一家

实验室将2份3型登革热样本(A2015-V04和A2015-V05)

报告成4型登革热。还有一家实验室将纯血清样本

(A2015-V10)报告成基孔肯雅热病毒。用于病毒检测

和血清分型的登革热病毒基因组比较易变，尤其是

capsid 和non-structural protein 5。而对基孔肯

雅热的检测主要是通过envelope 1 和non-structural 

protein 1和4 基因。

在15家进行NS1抗原检测的实验室中，有7家仅使

用了ELISA，有4家同时使用了ELISA和RDT，剩余4家仅

使用了RDT。有5家实验室通过Platelia Dengue NS1 

Ag试剂盒（Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, 

CA, 美国）使用ELISA的方法检测登革热病毒阳性样本

图1. 2015年WHO东南亚和西太区登革热和基孔肯雅热诊断的外部质量评估中，参加不同试验种类的实验室比

例以及检测结果

备注：柱子的上方为正确完成每一项检测的实验室比例

NS1，非结构蛋白1；RT-PCR，逆转录聚合酶链式反应
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室登革热诊断的外部质量评估情况，本次评估增加了

基孔肯雅热的诊断以及东南亚地区的国家级实验室的

参与。

登革热的正确诊断必须依靠于在合适的时间使用

合适的登革热诊断方法。在24家参试的实验室中，有

19家使用了适合急性期登革热感染（RT-PCR）和近期

感染（抗登革热IgM）的检测方法；有4家使用了登革

热抗体检测，但是并没有使用像RT-PCR或者NS1这样适

合早期检测的方法，其中1家可以进行RT-PCR，但是没

有血清检测的能力。鉴于缺乏完整的诊断，这些实验

室或许不能对登革热病毒的感染比例做出诊断，建议

其通过使用ELISA方法检测NS1或者IgM，以尽快提升他

们的诊断能力。

通过RT-PCR对登革热病毒和基孔肯雅热病毒进行

检测及对登革热病毒进行分型的准确性可以达到85%以

上。在登革热病毒的检测中，个别的错误（假阴性）

主要集中在样本A2015-V01 和V02的检测中，这两个样

本实际是相同的，含有同样的高滴度登革热1型病毒。

在模块A检测中，大多数错误出现在NS1的检测中。其

中，87.5%的NS1检测错误都来自同一个登革热阳性样

本A2015-V03，在8家实验室中，有7家报告成阴性或者

得分，而其余的14家实验室分值降低的中位数为3.5%

（见图2），其中12家实验室的降幅小于8%，相反，另

外两家实验室分别降低了14%和24%，重复了2013年血

清型检测的错误，得分在这两次中均低于85%。 

运输

提交结果的平均时间周期为32天。对20家要求检测基

孔肯雅热样本的实验室，额外延长了30天以便其优化

基孔肯雅热RT-PCR检测方法。在13家接受延长时限的

实验室中，5家使用了延长时限，其中包括2家实验室

在检测期间遇到了为期14天的法定假期。有1家实验室

因为试剂不足，要求了24天的延期 。

在测试样本运输到参与实验室的过程中，没有运

输方面的困难。所有样本在接收的时候都保持着冻存

状态。几乎所有实验室在4天内收到了测试样本；有3

家实验室的样本由于延长的海关报关时间，在8天内收

到了样本。

讨论

本研究报告了第二轮WHO西太地区国家级公共卫生实验

表2. 2015年WHO东南亚和西太区登革热和基孔肯雅热诊断的外部质量评估中，参加实验室的检测结果总结

实验室识别号
13 
01

13 
02

13 
03

13 
04

13 
06

13 
07

13 
08

13 
09

13 
10

13 
11

13 
12

13 
13

13 
14

13 
15

13 
16

13 
17

13 
18

13 
19

14 
20

14 
21

14 
22

14 
23

14 
24

14 
25

核酸检测（RT-PCR）

登革热病毒

实时 ● ● ● ● ● ● ● ○ ● ● ● ● ●  

传统 ● ● ○ ● ● ○ ● ●

登革热病毒血清分型

实时 ● ● ● ○ ● ● ● ● ● ● ● ● ●  

传统 ● ● ● ● ● ● ○ ●

基孔肯雅热病毒

实时 ● ● ● ○ ● ● ● ● ● ● ● ● ● ●  

传统    ● ●     ●   ●   ● ●       ●

登革热病毒NS1抗原检测

ELISA ○ ● ● ● ● ○ ○ ● ○ ○ ○  

RDT ● ●  ● ●     ●   ○ ○     ●      

抗登革热病毒IgM检测

ELISA ● ● ● ● ● ● ● ● ○ ● ○ ● ● ○ ○ ● ○ ● ● ● ● ●

RDT ● ● ● ● ●  

抗登革热IgG检测

ELISA ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ●

RDT ● ● ● ● ●  

HI ● ● ●  

模块运输时间（天） 2 1 3 2 1 8 2 3 3 2 4 1 2 3 1 1 2 2 2 6 1 1 8 2

测试时间（天） 41 27 36 72 54 29 41 7 25 27 28 12 30 32 21 27 49 30 27 28 13 24 50 44

注：实心点代表对所有的样本检测正确；空心点代表至少有一个样本检测错误 

CHIKV, 基孔肯雅热病毒; DENV, 登革热病毒; ELISA, 酶联免疫吸附试验; HI, 血凝反应抑制试验; NS1: 非结构蛋白1; RDT, 快速诊断试验;  RT-PCR，
逆转录聚合酶链式反应.



WPSAR Vol 7, No 2, 2016 | doi: 10.5365/wpsar.2016.7.1.002 www.wpro.who.int/wpsar6

Soh等2015登革热和基孔肯雅热诊断的外部质量评估

个样本而不再是2013年的3个，同时包含了登革热病毒

和基孔肯雅热病毒，但是仅含有2种登革热血清型和1

种基孔肯雅热株系。此次评估优先考虑同时使用登革

热病毒NS1和RT-PCR测定样本，因为尽管NS1 RDT不如

RT-PCR敏感，但却是临床实践中检测急性登革热病毒

感染的一种重要诊断方法和流行病学工具。这意味着

滴度低于105 GE/mL的样本不能用于评估RT-PCR的敏感

性。但是对于滴度为104 GE/mL的基孔肯雅热样本却不

一样，与另一个EQA的相似样本相比，此样本能够被非

常准确地检测[25]。我们将来的研究可以更多地考虑使

用更适合监测和诊断的低滴度样本研究登革热分子水

平检测的敏感性[26]。

模块B包含了高滴度和低滴度的抗登革热病毒IgM

样本，但是没有包含低滴度的抗登革热IgG样本，因而

没能进行IgG敏感性评估。本模块同样也没有包含抗基

孔肯雅热抗体的血清学检测样本，虽然目前在西太区

很多地方已经有能力进行这方面的检测了[27]。此外，

很多实验室没有发现EQA评估中的故意错误问题，这

表明在将来的评估中应该强调质量控制的重要性。总

之，此次评估的局限性也为将来的评估提供了提升改

进的机会，包括将寨卡病毒纳入到评估中。鉴于寨卡

能够造成严重的神经疾患，并与登革热病毒和基孔肯

雅热病毒能够同时流行，而且具有相似的症状，因此

对这些病原体的鉴别诊断至关重要[24]。

此次外部质量评估显示在亚太地区有较高的登革

热和基孔肯雅热诊断能力。能力较差的实验室可以通

结果不明确，尤其是在使用Platelia Dengue NS1 Ag

试剂盒时。这意味着样本中NS1含量可能是处在该试剂

盒检测的阈值上，使得像RT-PCR这种补充检测在登革

热检测中意义更重大。

此次外部质量评估为使用RT-PCR检测基孔肯雅热

病毒提供了平台。在20家使用RT-PCR的实验室中，16

（80%）家实验室请求基孔肯雅热病毒阳性对照，有12

（60%）家请求实时或者传统RT-PCR的操作方法，以便

建立并确保其在基孔肯雅热检测中的能力。

开展抗登革热病毒IgM检测的实验室有较高的准

确性（78.3%）。在这部分出现的错误主要是针对样本

B2015-S04 和/或 B2015-S05的ELISA假阴性结果或不

明确的结果。这两个样本来自同一个恢复期志愿者，

含有较低的IgM，提示这些实验室应该重新考虑IgM检

测中临界值的选取。所有针对IgG的检测均没有出现错

误。与2013年的评估结果相似，实验室要么使用高滴

度IgG的ELISA方法检测急性期/近期感染，要么使用低

滴度IgG的ELISA检测既往感染（比如在血清流行率的

研究中）。实验室应当意识到使用IgG检测的局限性，

但是由于模块B只含有高滴度IgG样本，因此这种局限

性没能够在检测中体现出来。

对参加了2013年和2015年质量评估的实验室而

言，本次在得分上小幅降低也在预期之中，因为这次

评估的复杂性有所增加[24]。本次评估尽管在一些方面

较之前有所改进，但是也有一些局限性。模块A含有10

图2. 参加2013年和2015年WHO登革热和基孔肯雅热诊断外部质量评估的实验室的总准确度（最终得分）

ID，实验室识别号

1301 1302 1303 1304 1305 1306 1307 1308 1309 1310 1311 1312 1313 1314 1315 1316 1317 1318 1319 1420 1421 1422 1423 1424 1425
2013 100 89 89 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 97 100 100 85 100
2015 96 97 98 98 86 92 93 98 98 97 76 100 94 97 99 96 82 99 99 96 93 98 94 95
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