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Luhikokkuvote

Antud uuringu eesmark oli hinnata C-hepatiidiviiruse vastaste (edasi HCV-vastaste)
antikehade maaramise ning viiruse genotUUpimise véimalust kasutades vereseerumi
asemel kuiva veretapi (ing k dried blood spot, DBS) meetodit. Selleks kasutati paralleelselt
nii seerumite kui ka kuivade veretappide proove, mis olid kogutud narkootikume sustivatelt
inimestelt 2020. aasta uuringu raames. Vereseerumiproovide kasutamine HCV-vastaste
antikehade ning viiruse maaramiseks peetakse nakkuse tuvastamise ,kullastandardiks”
ning enamus antikehade kommerts- ehk kaubanduslikke tuvastamissusteeme (Nt ELISA)
on arendatud just vereseerumitega kasutamiseks. Kuid erinevalt vereproovist on kuiva
veretapi proovi kaitlemine vahem ndudlik ning seda on kergem narkootikume sustivatelt
inimestelt koguda. Antud uuringus hinnati kommertsiaalse HCV ELISA-testsUsteemi
tundlikkust ja spetsiifilisust kuiva veretapi kasutamisel. Saadud tulemused lubasid valida
veretapi suuruse, proovide eeltddtlemiseks vajalike elueerimispuhvrite optimaalse koostise
ja mahu kombinatsiooni, mille juures analUuUsitulemused on maksimaalselt vorreldavad
sKullastandardiga” ning mille juures saab DBS samavaarselt kasutada kui vereseerumite
jaoks valjatodtatud HCV-vastaste antikehade tuvastamise ELISA-testsUsteemidega.

Uuringu tulemusena tuvastati parim kuiva veretapi labiméddu ning puhverlahuste
kombinatsioon: 12 mm tapi labimddt, puhverlahusega 300 ul ning ELISA reaktsioonis
kasutatud proovi maht 35 pl, juhendi jargi vbetava 20 pl asemel HCV antikehade
tuvastamisel.

Kuigi HCV RNA tuvastamine ei olnud uuringu pdhieesmark, katsuti DBS-proovidest
teostada ka HCV RNA maaramist ning genotUupimist, kasutades samu meetode ning
sarnast tookaiku nagu ka vereseerumi proovide korral. Kui vereseerumi proovidest tuvastati
HCV RNA 139-s 195-st ehk 71,3% proovidest, millest 130 tuvastati HCV-vastaste antikehade
positiivsetest vereseerumi proovidest ning 9 anti-HCV negatiivsetest. DBS RNA eraldamine
teostati sarnastes tingimustes nagu vereseerumi proovidest, ainult pikendati inkubatsiooni
etappi, mis oli liidetud proovi elueerimise etapiga. HCV RNA dnnestus digesti tuvastada 65%
DBS proovidest.

Vereseerumi ja DBS proovidest tuvastatud genotuubid langesid taielikult kokku. Tuvastati
kaks HCV genotUupi 1a ja Tb. 1a genotlubi jarjestused on sarnased jarjestustega, mida on
tuvastatud Ameerikas, Kanadas, Austraalias ja 1b genotUUbi jarjestused on sarnased
jarjestustega, mida on tuvastatud Ameerikas, lisraelis, Sveitsis, Belgias, lirimaal. Tulemustest
jareldub, et DBS proov on sobilik ja piisav materjal ka HCV genotUupide maaramiseks.

Summary

The aim of this study was to evaluate the possibility of determining anti-HCV antibodies and
virus genotyping using the dried blood spot (DBS) method instead of blood serum. For this
purpose, both serum and dry blood spot samples collected from people who inject drugs
as part of the study 2020 were used in parallel. The use of blood serum samples to
determine anti-HCV antibodies and the virus itself is considered as the "gold standard" in
detecting infection, and most commercial antibody detection systems (e.g., ELISA test
systems) have been developed specifically for use with blood sera. However, unlike a blood
sample, a dry blood spot sample is less demanding to handle and is easier to collect from
people who inject drugs. In this study, the sensitivity and specificity of the commmercial HCV
ELISA test system were evaluated when using a DBS. The obtained results allowed to
choose the optimal combination of the size of the blood spot, the optimal composition and
volume of the elution buffers required for the pretreatment of the samples, at which the
analysis results are maximally comparable to the "gold standard" and at which the dry blood
spot can be equally used in the ELISA test systems for the detection of anti-HCV antibodies
developed for blood sera.



As a result of the study, the best combination of dry blood spot diameter and buffer
solutions was identified: 12 mm spot diameter, 300 ul of buffer solution and 35 pl of the
sample used in the ELISA reaction, instead of the 20 ul taken according to the instructions
for detecting HCV antibodies.

Although detection of HCV RNA was not the main aim of the study, the method was also
assessed though without additional validation, i.e. following manufacturer's instructions as
for serum samples. HCV RNA from blood serum samples was detected in 139 out of 195
samples, of which 130 were detected from anti-HCV positive blood serum samples and 9
from anti-HCV negative blood serum samples. Isolation of DBS RNA was performed under
similar conditions to blood serum samples, except for an extended incubation step
combined with a sample elution step. In the results, HCV RNA detection was successful in
65% of the DBS samples.

The genotypes detected in the dry blood spot samples completely coincided with the
genotypes detected in the same blood serum samples. Two HCV genotypes 1a and 1b had
been identified. Genotype 1a sequences are similar to sequences detected in America,
Canada, Australia and genotype 1b sequences are similar to sequences detected in America,
Israel, Switzerland, Belgium, Ireland. The analysis of the nucleotide sequences of the
obtained HCV gene segments showed 100% identity between the samples analyzed in
pairs, fromm which it can be concluded that the dry blood spot sample is a suitable and
sufficient material for determining the genotypes of the HCV.

Pe3ioMe

Llenbo maHHOro mccnegoBaHWa Oblla OLEHKA BO3MOXXHOCTW onpefeneHusa aHTUTen K
BMpycy rematuTta L, (BI'L) n reHoTunmnpoBaHmMa BUpPYyca NpW MCMNOJTIb30BaHUM CyXOW Kaniu
KpoBU (CKK) BMeCcTo CbIBOPOTKM KpOBW. [1ng aTOM Lenu napanfenbHO MCMo/b30BasiuCh
o6pa3libl CbIBOPOTKM U CYXOW Kamnnm KpOBW, B3ATble Yy fwoaew, ynoTpebnawouimx
MHBEKLMOHHbIE HAPKOTUKKM, B paMKax wuccnegoBaHua 2020 ropga. Mcnonb3oBaHwe
06pa3L0OB CbiIBOPOTKM KPOBW ON9 onpegeneHna aHTu-BlU-aHTuTen M obHapy»XeHusa
CaMOro BMpPYyCa CYUTAETCS «30/10TbIM CTaHAAPTOM» O/19 BbIABNEHUA renaTUTHOM MHbeKL MU,
1 BONMBbLUMHCTBO KOMMEPYECKMX CUCTEM OBHapPYXXeHWs aHTUTeN (HanpuMmep, TecT-cuctemMa
NDA) paspaboTaHbl crneumanbHO g MCMONb30BaHUA C CbiIBOPOTKOM KpoBW. OOHaKo, B
oTNnyme oT obpasla KPOBW, Cyxon obpasel, Kamiu KPoBU MeHee TpeboBaTeneH B
obpalleHnn, 1 ero nerde B3aTb y ogen, ynotpebnatolmx MHbeKLMOHHbIE HapKOTUKK. B
3TOM  UCCnegoBaHUM  OUEHMBaNM  YyBCTBUTENbHOCTb U chieuymduyHoCcTb  Mpwu
MCMOMb30BaHMK CyXOWM Karim KPOBU B KOMMep4YecKoM knTe MDA, NMonyyeHHble pe3ybTaThl
Mo3BONMWAM BblOpaTb OMNTMManbHOE cCoYeTaHMe pasMepa MNATHA KPOBW, OMTMMANbHOrO
cocTaBa M ob6bemMa anoupylowmx 6bydepoB, HeobxoOMMbIX AN MNpeaBapUTenbHOM
06paboTkM 06pa3LL/oB, MNPV KOTOPOM pe3yrbTaTbl aHanM3a MakKcMMaribHO COMOCTaBUMbIl C
«30/10TbIM CTaHOAPTOM» U MPU KOTOPOM CKK MOXHO B paBHOM CTEMEeHM MUCMOMb30BaTb B
TecT-cucTeMax anqa BbiaBreHna aHTuTen K BIL, pa3paboTaHHbIX A5 CbIBOPOTOK KPOBU.

B pe3ynbTaTe uUcCcnenoBaHWs BbIABMEHO Hauydllee codeTaHue amameTtpa CKK u
bydepHOro pacrtsopa: AvMaMeTp ndaTtHa 12 MM, 300 MKkn BydepHoro pactesopa U 35 MKn
Mpobbl, Mcnonb3yemMon B peakumn MDA, BMecTo 20 MKN, TPEBYOLLUMXCA MO K UHCTPYKLMMK
TeCT-CUCTEMBbI.

XoTa obHapy>keHue PHK BI'L, He aBNAM0Cb OCHOBHOW Liefblo MCCefoBaHWs, MeTo TakxKe
npoBepsscs Ha COBMECTUMOCTb C mcrnosb3oBaHnem CKK. PHK 13 06pa3uoB CbIBOPOTKMU
KpoBU Oblla obHapy>keHa B 139 13 195 o6pa3LoB, M3 KoTopblx 130 6bina obHapyXeHa U3
aHTU-BlL-nonoyuTtenbHbix M 9 M3 aHTU-BlL-HeraTuBHbIX 06pPa3LI0B CbiIBOPOTOK KPOBU.
BbioenerHme PHK 3 CKK npoBoaunm B yCNOBUAX, aHANOMMUYHbIX YCITOBUMAM BblOeNEHUNA M3
CbIBOPOTOK KPOBW, 33 UCKTIOYEHUEM YOSTMHEHHOM CTaguu MHKYB6aLMM, o6 befMHEHHOM CO



cTagmen «pasMadmBaHua» CKK obpasua. B pesynbtate obHapyXeHue PHK 6bino
yCcnelHbIM B 65% 06pa3L,0B CyXmMX Kanesb KPOBMW.

FeHOTUMbI, BbIABNEHHbIE B 06pa3Lax CbIBOPOTKM KpoBU U CKK, monHOCTbo coBmanu. bbiso
BbigBneHo 2 rpynnbl Brl: 1la v 1b. MNMonyyeHHble HyKNeoTMAHble Mnoc/ieaoBaTeNbHOCTU
reHoTMMa 1a aHalornyHbl MocnefoBaTeslbHOCTAM M3 AMepuKkK, KaHagbl, ABCTpanuu, a
rmocnegoBaTe/lbHOCTM reHoTuna 1b aHanormM4yHbl MoCedoBaTeIbHOCTAM M3 AMepUKHY,
N3pawnng, LBenuapwn, Benbrun, Npnangun. AHanuns HYKNEeOTUOHbIX
nocnenoBaTeNbHOCTEM MOMyYeHHbIX ydacTkoB BIL, nokasan 100% mMOeHTUYHOCTb Mexay
MapHbIMKM 06pa3LaMm, U3 Yero MOXXKHO caenaTb BbiBon, YTo CKK aBnaeTca mooxogaLlumm m
LOCTaTOYHbIM MaTepuanom A4 onpeneneHna reHoTUnoB BUpyca renaTtuta L.



Sissejuhatus ja taust

Paljude nakkushaiguste uuringuteks, naiteks antikehade, antigeenide vdi nakkustekitaja
otseseks tuvastamiseks, kasutatakse enamasti patsiendi voi uuritava veenist vdetud
vereproovi, millest séltuvalt uurimismetoodikast kasutatakse kas taisverd, vereseerumit voi
vereplasmat. Kuid on juhtumeid, kui vereproovi votmine veenidest on raskendatud. Naiteks
inimestel, kes tarvitavad narkootilisi aineid sUstimise teel ehk NSI-del, kuna nende veenid
on sageli kehvad, mis teeb verevotmise protsessi raskemaks. Kuiva veretapi meetod (ing k
dried blood spot, DBS) on alternatiivhe verekogumise meetod, mis vdimaldab koguda
vereproove piiratud voimalustega tingimustes, kui naiteks ndutav (meditsiini) personal,
ruumid voi transpordivoimalused on puudulikud. DBS-proovideks voetakse verd
sdrmeotsast, mitte veenist, ning protseduuri tegemiseks ei nduta tervishoiutddtajat.
Samuti, DBS-proov nduab palju vaiksemaid veremahtusid vorreldes verevotmisega veenist
(alla1ml vs. 2-10 ml). Lisaks, kogutud DBS-proove ei pea tsentrifuugima, neid saab sailitada
kuni 2 nadalat toatemperatuuril voi pikemat aega -80 C juures kUlmutatuna ning neid saab
ka transportida ilma jahutuseta [1-5].

Kuiva veretapi proove on juba kasutatud mitmetes haigustekitajate uuringutes, naiteks
HIV, inimese B- ja C-hepatiidi, herpese ja dengue viiruse vastaste antikehade voi viiruse
tuvastamiseks immunokromatograafiliste ribade (/ine-blot), ELISA- ja PCR-analUuside abil
[6]. Enamik immunoloogilisi ja molekulaarseid nakkushaiguste tuvastamise meetodeid
pdhineb ja on standarditud kui katsematerjalina kasutakse vereseerumit voi -plasmat, DBS-
proovide samavaarseks kasutamiseks tuleb igat meetodit eelnevalt valideerida kasutusel
olevates laboritingimustes [7, 8].

Varasemalt on juba kirjeldatud DBS-proovide kasutamine HCV-vastaste antikehade
maaramiseks erinevate EIA-komplektide (ing k kit) kasutamisel, mida iseloomustab
komplektide tundlikkuse ja spetsiifilisuse maar [8-11]. TAl VIO laboris kasutatava HCV-
vastaste antikehade tuvastamise ELISA-testsUsteemi tootja ei ole uurinud véimalust
kasutada DBS-proove, kuigi on olemas sama tootja uuring anti-HBV ehk inimese B-
hepatiidi vastaste markerite maaramiseks DBS-proovidest [12].

Lisaks sellele, et laboriseadmete turul on olemas erinevate tootjate valjatdodtatud
testsUsteemid nakkushaiguste markerite maaramiseks erinevatest proovidest, on ka
teaduspublikatsioonides kirjeldatud erinevaid DBS-proovide ettevalmistamise ja
eeltddtlemise tingimusi, mis eelnevad analtusi labiviimisele. On kirjeldatud erinevate DBS-
proovi suuruste kasutamist, samuti proovi lahustamiseks vajaliku puhvrilahuse koostist ja
mahtu. Lisaks erinevale todtlusele on valminud DBS-proovide kasutamisel analUuside
tulemuste tdlgendamise juhiseid.

On naidatud, et veres sisalduv viiruse hulk ehk viiruskoormus, samas ka antikehade
kontsentratsioon, on sérmest voetud kapillaarveres ning veenist voetud vereproovis sama
[13,14]. Sellele tuginedes voeti uuritavatelt taisvereproovid veenist, millest laboritingimustes
valmistati DBS-proovid ja vereseerumi proovid. Tuginedes nendele teadmistele kasutati
DBS-proovide kasutamise parema protokolli valjatodtamiseks veenist véetud vereproovi,
millest laboritingimustes tehti DBS-proov ning paralleelseks uurimiseks eraldati samast
proovist ka vereseerum, et tulemused oleksid usaldusvaarselt vorreldavad.

Eestis on DBS-proove kasutatud juba HIV maaramiseks [15]. DBS-meetodi kasutamine
vOimaldab laiendada nii uuringute sihtruhmi kui ka uuringutesse kaasatud inimeste arvu
mitte ainult teatud riskirGUhmades, vaid ka rahvastiku-uuringutes uldelanikkonna seas. See
vOimaldab kasutada kodutestimise pohimdtet — inimene saab ise votta sdrmest vereproovi
mugavates kodutingimustes ja saata selle laborisse. Naiteks on sellist lahenemist kasutatud
Prantsusmaal [16].



Projekti eesmairgid

Kaesoleva projekti eesmark oli valja selgitada HCV-vastaste antikehade ja viiruse
tuvastamise ning selle genotUuUpimise vdimalikkus DBS-proovides ning vorrelda saadud
tulemusi vereseerumiproovidest vastavate tulemustega. Selleks, et leida sobiva DBS-proovi
todtlemistingimuste kombinatsioon, teostati paralleelseid katseid DBS-proovidest, et
hinnata HCV antikehade tuvastamise analUusi tundlikkust ja spetsiifilisust vorreldes neid
vereseerumiproovidest standarditud ELISA-testi tulemustega. Vorreldavad
tédtlemistingimused olid veretapi suurus, eeltddtlemiseks/proovi lahustamiseks vajaliku
puhverlahuse koostise ja mahu kombinatsioon ning piirvaartuse ehk positiivse tulemuse

arvutamise meetod.
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1 Metoodika

1.1 Vere kogumine

Vereproovide kogumine toimus 2020. aastal Tervise Arengu Instituudi uimastite ja
nakkushaiguste epidemioloogia osakonna labi viidud narkootikume suUstivate inimeste
riskikaitumise ning HIV ja HCV serolevimuse uuringu raames Kohtla-Jarvel [17]. NSl-delt
koguti veeniveri kahte BD Vacutaineri vaakumkatsutisse, vastavalt koagulandiga ja ilma.

Seerumi saamiseks tsentrifuugiti antikoagulandita katsuteid toatemperatuuril ning
seejarel eraldati seerum uude katsutisse ja sUgavkuUlmutati hoiustamiseks —80°C juures.
Antikoagulandiga taisverega katsutid hoiustati -80°C juures tsentrifuugimata kujul ja neid
kasutati hiljem DBS-proovide valmistamiseks.

1.2 Kuiva veretapi proovide ettevalmistamine

DBS-proovid valmistati taisvereproovist, kasutades selleks spetsiifilist veretappide jaoks
ettendhtud filterpaberi Whatman 903 kaarte (Cytiva, Ameerika Uhendriigid), mille peal on
eelprinditud 12 mm labimddduga viis ringi. Kasutades Uhekordse otsikuga laboripipetti,
kanti taisvereprooviga katsutist kaardi igale ringile veretapp, ligikaudu 70 ul verd iga tapi
Jjaoks. Igast taisvereproovist valmistati kolm DBS-prooviga taidetud kaarti. Tapitud verega
kaarte kuivatati lahtisel kujul kaitstud kohas toatemperatuuril 4 tunni jooksul. Seejarel
asetati kuivanud proovidega kaardid paakumisvastaste ranigeeli kotikestega varustatud
lukuga fooliumkottidesse ja hoiti toatemperatuuril Uhe nadala jooksul. Pikaajaliseks
hoiustamiseks paigutati kaartidega fooliumkotid —80°C juurde sugavkulma (Joonis 1) [11, 14,
18, 19].

Taisvereproovist w—

NN

20000k OOOOO

Whatman 903

' I c 4 h kuivatamine
toatemperatuuril
x Toatemperatuuril sdilitatakse kuni 2 nadalat
Pikaajaliseks sailitamiseks hoiustatakse -80°C juures

Joonis 1. Kuiva veretapi proovi valmistamine laboritingimustes, kasutades Whatman 903 filterpaberit
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1.3 Immuunanallusi testsusteem HCV-vastaste
antikehade tuvastamiseks

Immuunanaltlsid HCV-vastaste antikehade tuvastamiseks teostati, kasutades
kaubanduslikku ELISA-testsUsteemi Murex Anti-HCV, v. 4 (DiaSorin, Léuna-Aafrika
Vabariik). Antud testsusteem on Maailma Terviseorganisatsiooni eelkvalifitseeritud in vitro
diagnostikatoodete nimekirjas HCV-diagnostika kasutamiseks ning omab
vastavussertifikaati laboratoorseks diagnoosimiseks [20]. Selle ettekirjutatud hinnanguline
tundlikkus seerumiproovide kasutamisel on >99%.

Vereseerumi proove anallUusiti HCV-vastaste antikehade olemasolu suhtes vastavalt tootja
juhendile. Koiki DBS-proove anallusiti eelpool mainitud testsusteemi abil kaks korda: 1)
kasutades 20 ul proovi vastavalt tootja juhendile ning 2) modifitseeritud kujul, mille jargi
analuusimiseks voetud proovi kogust suurendati 35 pl-ni. Muud analUusi labiviimise etapid
teostati vastavalt tootja juhendile.

1.4 Kuiva veretapi proovide elueerimine
antikehade tuvastamiseks

Selleks, et hinnata DBS-proovide kasutamise voéimalust ELISA-testslUsteemis varem
publitseeritud téode alusel [7, 8, 9, 12, 16, 21-27], valiti erinevad proovide eeltodtlemise
variatsioonid (Tabel 1), mis erinesid veretappide suuruse ning elueerimispuhvrite koostise ja
mahu poolest:

1. AnalUUsimiseks voetud DBS-ringi labimdot: 6 mm voi 12 mm;

2. Elueerimispuhvri koostis:
2.1. fosfaatpuhvri soolalahus (ing k phosphate-buffered saline, PBS, pH = 7,2);
2.2. PBS + 0,5% veiseseerumist albumiin (ing k bovine serum albumin, BSA);
2.3. PBS + 5% BSA + 0,2% Tween 20;
2.4. PBS + 0,2% Tween 20 + 0,005% naatriumasiid (NaNs);

3. Elueerimispuhvri maht (300 pl voi 700 pl).

Koik puhvrid valmistati Tervise Arengu Instituudi viroloogia ja immunoloogia osakonnas.

12 mm labim&dduga proovid 16igati valja steriilsete kaaridega eeljoonistatud ringi jargi ja 6
mm proovid |digati Harris Uni-Core I.D. 6.0 mm (Merck, USA) I6ikamisriista abil. Selleks, et
DBS-prooviga paberitukid 1,5 ml mikrokatsutis oleksid taielikult kaetud elueerimispuhvriga,
I6igati need vaiksemateks tukkideks. Mikrokatsutid paigutati orbitaalsele segajale ning
asetati Uledd inkubeerima +4°C juures (Joonis 2). Parast inkubeerimist mikrokatsutid
tsentrifuugiti toatemperatuuril 10 minuti jooksul 2200 x g juures, ning Ulemine eraldatud
vedelikukiht viidi Ule uude 15 ml mikrotuubi, mida kasutati seejarel HCV-vastaste
antikehade tuvastamiseks.
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Tabel 1. Elueerimispuhvrite ja DBS-i labim&dtude variatsioonid

Kuiva veretapi proovi suurus Kuiva veretapi proovi suurus
Var. nr . . s . . Var. nr . . s . .
ja elueerimispuhvri koostis ja elueerimispuhvri koostis

11 6 mm DBS ring + 300 ul PBS 21 6 mm DBS ring + 700 ul PBS

6 mm DBS ring + 300 pl PBS + 6 mm DBS ring + 700 pul PBS +
12 | 05% BsA 22 | 0,5% BSA

6 mm DBS ring + 300 ul PBS + 6 mm DBS ring + 700 pul PBS +
13 1 5% BSA + 0,2% Tween 20 23 | 5% BSA + 0,2% Tween 20

6 mm DBS ring + 300 pul PBS + 6 mm DBS ring + 700 pul PBS +
141 029% Tween 20 + 0,005% NaNs 24 | 0,2% Tween 20 +0,005% NaN
15 12 mm DBS ring + 300 ul PBS 25 12 mm DBS ring + 700 ul PBS

12 mm DBS ring + 300 ul PBS + 12 mm DBS ring + 700 pl PBS +
16 | 055%BSA 26 1 05%BsA

12 mm DBS ring + 300 ul PBS + 12 mm DBS ring + 700 ul PBS +
L7 1 59% BSA + 0,2% Tween 20 27| 5% BSA + 0,2% Tween 20

12 mm DBS ring + 300 ul PBS + 12 mm DBS ring + 700 ul PBS +
18| 0.29% Tween 20 + 0,005% NaN; 28 1 0.29% Tween 20 + 0,005% NaN;

Inkubeerimine
Uledd segajal
+4°C juures
HCV-vastaste antikehade ELISA analluis
Joonis 2. DBS-proovide ettevalmistamise skeem jargnevaks HCV-vastaste antikehade

anallusimiseks
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1.5 Optilise tiheduse piirvaartuse maaramine

Iga ELISA-anallusi kvaliteedi hindamiseks ja tulemuste tdlgendamiseks tuleb arvestada nn
piirvaartusega. Kuna ELISA-testi tulemused loetakse proovide optilise tiheduse jargi, siis
piirvaartus (ing k cut-off, CO) on selline optilise tiheduse (ing k optical density, OD) vaartus,
millest suurem tulemuse korral loetakse analUUsitud proov positiivseks. ELISA-
testsUsteemides lahtutakse tavaliselt vereseerumite proovide kasutamisel iga testsusteemi
tootja juhistest.

Kuiva veretapi proovide jaoks aga puuduvad standardsed juhised piirvaartuste
arvutamiseks, kuna kasutatud testslUsteem on valja tdotatud ja sertifitseeritud
vereseerumite anallUUsimiseks.

Et antud uuringus kasutatud susteemi oleks voimalik kohandada DBS-proovide
kasutamiseks, tuleb leida sobilik piirvaartuse arvutamise meetod. Selleks valiti
teadusartiklitele [8, 16, 23, 24, 26, 28-31] tuginedes kolm erinevat meetodit:

1. kasutades tootja juhises toodud arvutusjuhised (edaspidi CO1);

2. kasutades kdikide vereseerumnegatiivsete proovide arvutatud keskmist OD vaartust
pluss kolmekordne standarthalve (edaspidi CO2; CO2 = ODnegkesk + 3SD);

3. kasutades ROC (ing k receiver opertating characteristic) kdvera anallusi (edaspidi
CO3).

1.6 Statistiline anallus

Seerumiproovide testitulemusi kasutati ,kullastandardina“ ehk HCV-vastaste antikehade
tuvastamisel loeti positiivsed seerumiproovid nn ,toeliselt positiivseks” (ing k true positive),
ning eeldati, et vastavad DBS-proovid peavad olema samuti positiivsed. Vereseerumi
proovid, mis osutusid HCV antikehade suhtes negatiivseks, loeti ,toeliselt negatiivseks” (ing
k true negative) ning vastavalt pidid samad DBS-proovid olema samuti negatiivsed.

Nakkushaiguste diagnostiliste testide kdige tahtsamad parameetrid on tundlikkus ja
spetsiifilisus. Selleks, et hinnata DBS-proovide abil tehtud immuunanallusi tundlikkust ja
spetsiifilisust, viidi labi ka saadud tulemuste statistiline analUus, milles vorreldi koiki
paarisproovide (ehk nii vereseerumi kui ka vastava DBS-proovi) OD vaartuseid omavahel,
kasutades GraphPadPrism8, Microsoft Office Exceli statistikatarkvara ja Rstudio
(«cutpointr» pakett, maximize_metric parameetri kasutusel). Tundlikkus ehk toéeliselt
positiivsete tulemuste maar (ing k true positive rate) naitab, kui hasti test suudab tuvastada
tdeliselt positiivseid tulemusi ning valistada valenegatiivsust - mida vahem on
valenegatiivseid tulemusi, seda kdérgem on tundlikkus. Arvutatakse: dige positiivsete
tulemuste arv jagatud dige positiivsete ja vale negatiivsete tulemuste arvude summaga.
Spetsiifilisus ehk tdeliselt negatiivsete tulemuste maar (ing k true negative rate) naitab, kui
hasti test suudab tuvastada tdelisi negatiivseid ning valistada valepositiivsust — mida vahem
on valepositiivseid, seda kérgem on spetsiifilisus. Arvutatakse: dige negatiivsete tulemuste
arv jagatud O6ige negatiivsete ja vale positiivsete tulemuste arvude summaga.

1.7 HCV RNA eraldamine

HCV RNA-d eraldati paralleelselt samadest proovidest — nii vereseerumi kui ka DBS-
proovidest (paaris seerum/DBS-proov), kasutades QlAamp RNA minikomplekti (QIAGEN,
Saksamaa). Seerumiproovidest eraldati RNA vastavalt tootja juhendile. HCV RNA
eraldamiseks DBS-proovidest kasutati 12 mm labimddduga tappe ning eraldamise
protokoll oli modifitseeritud lUUsimisaja pikendamisega kuni 1 tunnini, kuna DBS-proovi on
raskem lUUsida (kuna on vaja ka lahustada) [32, 33].
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1.8 HCV RNA tuvastamine ja genotuubi
maaramine

Selleks, et maarata HCV genotlupi, kasutati polUmeraasahelreaktsiooni (PCR), mis on
sihitud 335 nukleotiidi pikkuse NS5B-piirkonna paljundamisele. Mainitud piirkond on
laialdaselt kasutatud HCV genotuubi maaramiseks ning on kasutusel ka TAI VIO laboris [34].
Peale PCR-i tulemuse visualiseerimist geelelektroforeesi abil, saadeti positiivsed paaris
seerum/DBS PCR-proovid sekveneerimisele Eesti Biokeskusesse ning saadud tulemused
analUusiti BioEdit v7.2.6 tarkvara ja BlastN veebitarkvara abil. AnaltUsitud jarjestuse jargi
maarati HCV genotuup.
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2 Tulemused ja arutelu

2.1 HCV-vastaste antikehade tuvastamine kuiva
veretapi proovides

DBS-proovide valmistamiseks kasutati kokku 195 taisvereproovi ning vastavaid
seerumiproove anallusiti samuti HCV-vastaste antikehade tuvastamiseks. Nendest
vereseerumitest 82,6% ehk 161 proovi andsid positiivse tulemuse ning Ulejaanud 17,4% ehk
34 proovi andsid negatiivse tulemuse. Vereseerumite tulemusi kasutati hiljem DBS-
proovide tulemuste vordlusanalUlUsiks, et tuvastada millised DBS-proovide
eeltdotlustingimused on paremad ning millise meetodi abil arvutatud piirvaartus annab
kdige tundlikumad ja spetsiifilisemad ELISA-testi tulemused.

Peamine leid DBS-proovide ettevalmistamise tingimuste valimisel HCV-vastaste
antikehade anallusiks on kuiva veretapi suurema labimoddu kasutamine koos vaiksema
lahustuspuhvri mahuga. Selles uuringus olid vereseerumiproovide keskmised OD
vaartused kdige paremini kooskdlas DBS-proovide tulemustega (ANOVA testi jargi p>0,05,
ehk statistiliselt erinevused on mitteolulised), kasutades tapi labimodtu 12 mm ja puhvri
mahtu 300 ul (var. nr 15-1.8, vt Tabel 1). Kuid puhvri enda koostise moju neljast
uuritud variatsioonist ja analUuUsiks lisatud lahustunud proovi mahust (20 pl véi 35 ul) ei
olnud OD-le nii ilmne (ANOVA testi jargi p>0,05) (Tabel 2).

Tabel 2. Vereseerumi proovide ja kuiva veretapi proovide erinevate eeltdotlemise variatsioonide ELISA
tulemuste keskmine optiline tihedus (OD)

1.1_20* 1.2_20 1.3_20 1.4_20 1520 1.6_20 1.7_20 1.8_20

2,493 2,385 2,757 2,306 3,356 3,513 3,660 3,521
2120 2220 2320 2420 2520 2.6_20 2720 2.8_20

1,678 1,623 1,709 1,547 2,388 2,449 2,905 2,727
4,046
1135 1.2_35 1.3_35 1.4_35 535 1.6_35 1.7_35 1.8_35

3,127 2,981 3,096 2,896 3,644 3,608 3,735 3,720
2135 22 35 2335 2.4 35 25 55 2.6_35 27_35 2.8_35

2,339 2,230 2124 2175 3,021 3,044 3,208 3,342

*Eeltdotlemise variatsiooni number (Tabel 1), allkriipsu jargnev number (20 v&i 35) on ELISA analtlsiks véetud proovide maht
mikroliitrites

Piirvaartuste arvutamise viis testsUsteemi juhendi jargi (ehk CO1) pdhineb negatiivsete
kontrollide optilise tiheduse naitajatel ELISA teostamise jooksul, vottes arvesse iga
reaktsiooni plaati eraldi. Kuna DBS-proovide optilise tiheduse naitajad osutusid seerumite
naitajatest vaiksemaks (Tabel 2), ei sobi CO1 piirvaartuste arvutamise meetod DBS-proovide
tulemuste télgendamiseks: kuigi saavutatud spetsiifilisus oli 100%, oli tundlikkus vorreldes
seerumiproovide naitajatega madalam ehk oli suur valenegatiivsete arv (Tabel 3).

CO2-meetod pdhineb kodikide negatiivsete proovide keskmisel optilisel tihedusel, millele
lisandub kolmekordne standarthalve. See vdimaldab tapsemini arvutada piirvaartuse
analUusitud proovide reaalselt saadud tulemuste alusel, kuna arvestatakse suuremat hulka
negatiivseid proove (vorreldes COT-arvutusega). Samuti voimaldab lisanduv standarthalve
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laiendada piirvaartuse alla jaavat tsooni, ehk suurendab positiivsena ja negatiivsena
télgendatud proovide tulemuste vaheala, kus voivad paikneda ebaselge tulemusega
proovid.

CO3-meetod nduab statistika alusteadmisi ning ROC-anallUusi vdimaldavat
statistikatarkvara. ROC-anallUus kujutab endast diagnostilise meetodi tundlikkuse ja
spetsiifilisuse graafilist kujutamist (Joonis 3). Optimaalseks loetakse selline CO-vaartus, mille
juures on tagatud kdérgemad tundlikkuse ja spetsiifilisuse naitajad (Joonis 4, SError!
Reference source not found.). Nagu CO2 arvutamine, nduab ka CO3 arvutamine ROC-
analUusi abil piisavalt suurt algandmete valimit, mis tagab vorreldes COl-ga meetodi
suurema usaldusvaarsuse.

Independent variable B Independent variable
optimal cutpoint and distribution by class optimal cutpoint and distribution by class
o | 1 ROC curve o | | ROC curve
T00] —
061 o 0.3
91 075 L
2 Z
= " =
o 044 3 0501 2,7“ 0.2 =050
A @ @ ]
] » = (0]
o 0.25 T 50 0.2
34 0.2 0.1
0.00 254 0.001
000 025 050 075 1.00 000 025 050 075 1.00
1 - Specificity i 1 - Specifici
0yl OO_,.L“‘ L 0.0 gg-m pecificity

0 2 4 6 0 2 4 6

0 2 4 6 0 2 4 6
value

value

Joonis 3. ROC-analuusi visualiseerimise naide. A — Uks parimatest tulemustest variatsiooni 1.7_20 naitel
ja B — kehvema tulemuse kombinatsioon 2.1_20 naitel. Parimate kriteeriumite valimisel peab ROC
kdveral olema saavutatud maksimaalne tundlikkus (Y-teljel) maksimaalse spetsiifilisuse juures
(X teljel)(joonistel punasega margitud ala)

CO2 ja CO3 piirvaartuste arvutamise meetodid, vorreldes COl meetodi arvutamisega,
annavad piirvaartuse, mille juures tulemused on kdrgema tundlikkusega (Tabel 3, Joonis 6).
Kuigi modningates variatsioonides arvutatud piirvaartuse juures spetsiifilisus vastupidi
langeb (Tabel 3, Joonis 6). CO3-meetodiga arvutatud piirvaartused naitasid kdige kdrgema
tundlikkusega tulemusi. Kbdige lahedasemat CO2 ja CO3 piirvaartust ning 100%-list
tundlikkust ja spetsiifilisust naitasid variatsioonid 2.5_20, 2.6_20 ja 2.6_35 (Tabel 1, 3).
Suuremat CO2 ja CO3 piirvaartuste erinevust, kuid samuti 100%-list tundlikkust ja
spetsiifilisust naitasid DBS-proovide ettevalmistamise variatsioonid 1.5_20, 1.8_20, 1.5-1.8_35
(Tabel 1, 3). Seega on ELISA-testi kastutamisel CO2 ja CO3 piirvaartuse arvutusmeetodid
kdige sobilikumad DBS-proovide analUusimisel (Joonis 6).

Seega, antud td6 naitab, et DBS-proove voib samavaarselt kasutada HCV antikehade
maaramiseks NSI-tel. Samas tuleb rohutada, et iga analUUsi teostav labor peab enda
tingimustes ning vastavalt enda kasutatud ELISA-susteemile, kui see ei ole ette nahtud
DBS-proovidele, viima labi meetodi valideerimise, kasutades kaesolevas tods kirjeldatud
CO2 ja CO3 arvutamise meetodeid. TAI VIO laboritingimustes sobivad NSI-telt saadud DBS-
proovid kasutamiseks Murex Anti-HCV, v. 4 (DiaSorin, Loéuna-Aafrika Vabariik) ELISA-
testslUsteemi abil HCV-vastaste antikehade maaramiseks, kasutades DBS-proovi mdnda
eeltodtiusvariatsiooni: 1.8_20 voi 1.5-1.8_35 (Tabel 1, 3).
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Joonis 4. ROC-analUusi abil piirvaartuse valik HCV-vastaste antikehade tuvastamiseks 20 pl proovi kasutamisel ELISA reaktsioonis. Tundlikkuse (Se, punane joon) ja
spetsiifilisuse (Sp, sinine joon) naitajad erinevate piirvaartuste korral. Vertikaalse punktiirjoonega on naidatud ROC-anallUsist tulenev valitud piirvaartuse vaartus
(Tabel 3), mille juures tundlikkuse ja spetsiifilisuse summa on maksimaalne
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Joonis 5. ROC-analUuUsi abil piirvaartuse valik HCV-vastaste antikehade tuvastamiseks 35 ul proovi kasutamisel ELISA reaktsioonis. Tundlikkuse (Se, punane joon) ja
spetsiifilisuse (Sp, sinine joon) nait erinevate piirvaartuste korral. Vertikaalse punktiirjoonega on naidatud ROC-analluUsist tulenev valitud piirvaartuse vaartus
(Tabel 3), mille juures tundlikkuse ja spetsiifilisuse summa on maksimaalne
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Joonis 6. Kuiva veretapi proovide optilised tihedused (OD), sdltuvalt eeltddtlemise variatsioonidest ning vBetava proovi mahust (20 ul ja 35 pl) ning nende paiknemine
vastavalt piirvaartuse arvutamise meetodile. Positiivseks (pos, rohelised tapid) ja negatiivseks (neg, punased kolmnurgad) on tahistatud samade seerumiproovide
ELISA-tulemuste alusel. CO1, CO2 ja CO3 piirvaartuste naitajate kohal asuvad proovitulemused peavad olema positiivsed antud piirvaartuse juures ning
piirvaartusest allapoole peavad jaama negatiivsed. Optimaalse piirvaartuse valiku puhul peab sellest kdrgemale paigutama minimaalselt negatiivseid ja allapoole
minimaalselt positiivseid proove
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Tabel 3. Arvutatud piirvaartuste tundlikkus ja spetsiifilisus erinevate kuiva veretapi too6tlemise variantide juures

Tundlikkus 86,3% 87,0% 93.2% 84,5%
5 95% CI* 80,1912 808-917 881-965 77,9-89,7
© Spetsiifilisus 100% 100% 100% 100%
95% CI* 92,9-100 92,9-100 92,9-100 92,9-100

96,3%
92,1-98,6
100%
92,9-100

96,9%
92,1-98,6
100%
92,9-100

98,8%
95,6-99,8
100%
92,9-100

98,8%
95,6-99,8
100%
92,9-100

95,0% 95,7% 95,7% 95,7% 98,1% 98,8% 98,8% 98,8%
90,4-97,8  91,2-98,2 91,2-98,2 91,2-982  94,7-996 956-998 956-99.8 956-99,8
100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
92,9-100 92,9-100 92,9-100 92,9-100 92,9-100 92,9-100 92,9-100 92,9-100

Tundlikkus 98,8% 99,4% 99,4% 99,4%

§ 95% CI* 95,6-99,8  96,6-100 96,6-100 96,6-100
Spetsiifilisus 100% 971% 100% 100%

95% CI* 92,9-100  84,7-999  92,9-100 92,9-100

100%
97,7-100
100%
92,9-100

100%
97,7-100
97,1%
84,7-99.9

100%
97,7-100
97,1%
84,7-99,9

100%
97,7-100
100%
92,9-100

99,4% 100% 96,9% 99,4% 100% 100% 100% 100%
96,6-100 97,7-100 92,1-98,6 96,6-100 97,7-100 97,7-100 97,7-100 97,7-100
100% 971% 97,1% 97,1% 100% 100% 100% 100%
92,9-100 84,7-99,9  84,7-999 84,7-999  929-100 92,9-100 92,9-100 92,9-100

Tundlikkus 99,4% 99,4% 100% 99,4%

§ 95% CI* 96,6-100 96,6-100 98,5-100 96,6-100
Spetsiifilisus 100% 100% 100% 100%

95% CI* 92,9-100 92,9-100 92,9-100 92,9-100

100%
97,7-100
100%
92,9-100

100%
97,7-100
100%
92,9-100

99,4%
96,6-100
100%
92,9-100

100%
98,5-100
100%
92,9-100

98,8% 100% 98,1% 99,4% 100% 100% 100% 100%
95,6-99,8 97,7-100  94,7-99,6  96,6-100 97,7-100 97,7-100 97,7-100 97,7-100
100% 100% 971% 100% 100% 100% 100% 100%
92,9-100 92,9-100  84,7-999  92,9-100 92,9-100 92,9-100 92,9-100 92,9-100

Tundlikkus 72, 7% 71,4% 71,4% 66,5%
o 95% CI* 651-79,4 638-783 638-783  58,6-737
v Spetsiifilisus 100% 100% 100% 100%
95% CI* 92,9-100 92,9-100 92,9-100 92,9-100

91,9%
86,6-95,6
100%
92,9-100

87,6%
81,5-92,2
100%
92,9-100

95,7%
91,2-98,2
100%
92,9-100

91,9%
86,6-95,6
100%
92,9-100

83,9% 82,6% 76,4% 80,1% 96,3% 94,4% 96,9% 95,7%
77,72-89,2 75,9-88,1 691-82,7 731-860 921986 897-974 921986  912-98.2
100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
92,9-100 92,9-100 92,9-100 92,9-100 92,9-100 92,9-100 92,9-100 92,9-100

Tundlikkus 85,1% 98,8% 98,8% 98,1%

§ 95% CI* 78,6-90,2 956-998 956-99,8 94,7-99,6
Spetsiifilisus 971% 100% 100% 100%

95% CI* 84,7-99,9  92,9-100 92,9-100 92,9-100

100%
97,7-100
100%
92,9-100

100%
97,7-100
100%
92,9-100

100%
97,7-100
971%
96,7-97,1

99,4%
96,6-100
100%
92,9-100

91,9% 98,1% 97,5% 98,8% 99,4% 100% 99,4% 99,4%
86,6-956  94,7-99,6 938-993 956-998 96,6-100 97,7-100 96,6-100 96,6-100
971% 971% 971% 971% 971% 100% 100% 100%
84,7-999  84,7-99,9 84,7-999 84,7-99,9 84,7-999  92,9-100 92,9-100 92,9-100

Tundlikkus 97,5% 98,8% 98,8% 98,1%

§ 95% CI* 93,8-99,3 956-998 956-998 94,7-99,6
Spetsiifilisus 94,1% 100% 100% 100%

95% CI* 80,3-99,3  92,9-100 92,9-100 92,9-100

100%
97,7-100
100%
92,9-100

100%
97,7-100
100%
92,9-100

100%
97,7-100
100%
92,9-100

99,4%
96,6-100
100%
92,9-100

98,8% 96,9% 100% 98,8% 99,4% 100% 99,4% 99,4%
956-99,8  921-98,6 98,5100  956-998  96,6-100 97,7-100 96,6-100 96,6-100
94,1% 100% 971% 100% 100% 100% 100% 100%
80,3-99,3 92,9-100  84,7-999  92,9-100 92,9-100 92,9-100 92,9-100 92,9-100

*Usaldusintervall on arvutatud Clopper-Pearsoni tappismeetodi alusel
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2.2 HCV RNA eraldamine DBS-proovidest

Sarnaselt ELISA-anallUusiga voeti vereseerumi proovidest HCV RNA tuvastamise tulemused
standardiks, et hinnata ka HCV RNA tuvastamise kvaliteeti DBS-proovidest. Selles t&66s DBS-
proovides antikehade analUuUsiks kasutatud 195 proovist osutus vereseerumiproovide pdhjal
HCV RNA suhtes positiivseks 139 proovi, millest 130 proovi olid positiivsed ka HCV-vastaste
antikehade suhtes ning ulejaanud 9 olid antikehade suhtes negatiivsed. Kokku voeti DBS
HCV RNA analuusiks 148 proovi ning tulemused olid jargmised: antikehade suhtes oli 139
HCV RNA-positiivset ning 9 HCV RNA-negatiivset proovi.

Kuna kasutatud RNA eraldamise meetod on heakskiidetud vereseerumi proovides, mitte
DBS-iga kasutamiseks, siis méned téésammud kohandati vorreldes algse tootjapoolse
protokolliga. Et voimalikult paremini saada HCV RNA-d kuivanud DBS-proovist paberitukil,
pikendati inkubatsiooni etappi, mis liideti kuiva proovi elueerimise etapiga. 139 vereseerumi
RNA positiivsetest proovidest, andis DBS RNA anallUus tulemuseks 89 positiivset ja 49
negatiivset tulemust. Uheksast vereseerumi HCV RNA-negatiivsest proovist saadi DBS RNA
anallUsiga 2 positiivset ja 7 negatiivset tulemust. Loppkokkuvottes, RNA tuvastamine
dnnestus 65,7% DBS-proovidest (Joonis 7). Kuna kaks DBS-proovi osutusid HCV RNA suhtes
valepositiivseks, avaldas kaesolevas t0ds kasutatud HCV RNA eraldamis- ja
tuvastamismeetod 81,8%-list spetsiifilisust.

195 vereseerumi proovi

«— T

161 anti-HCV positiivset ELISA 34 anti-HCV negatiivset

31 RNA neg 130 RNA pos 9 RNA pos 25 RNA neg

' ' | v

9 DBS 130 DBS | 148 DBS RNA analiiusiks 7 DBS 2 DBS

l Tulemused l

89 DBS RNA pos ' 65,7% tundlikkus 1 DBS RNA pos

1 DBS RNA pos 81,8% spetsiifilisus 1 DBS RNA pos

Joonis 7. DBS proovide valik ja RNA analtusimise skeem ning tulemused

Sekveneerimine paaris proovidest andis tulemuselt identsed nukleotiidjarjestused. Samuti
oli véimalik tuvastada hepatiidi viiruse alamruhma nii vereseerumi kui ka DBS-proovidest.
Kokku sekveneeriti 18 HCV RNA positiivset proovi (9 vereseerum/DBS paaris proovi), millest
7 paaris tuvastati HCV genotUlp Ta ning kahes paaris 1b genotUlp. Saadud 1a genotuubi
jarjestused on sarnased jarjestustega, mida on tuvastatud Ameerikas, Kanadas, Austraalias
ja 1b genotuubi jarjestused on sarnased jarjestustega, mida on tuvastatud Ameerikas,
lisraelis, Sveitsis, Belgias ja lirimaal. Saadud HCV geenildikude nukleotiidjarjestuste analtiUs
naitas 100%-list identsust paaris analUusitud proovidega, millest jareldub, et kuiva veretapi
proov on sobilik ja piisav materjal ka HCV-viiruse genotUupide maaramiseks.
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3 Kokkuvotte

Piiratud tingimustes on DBS ideaalne meetod proovide kogumiseks, mis aitab linhtsustada
uuringute labiviimist riskirihmades, aga ka Uleriigilistes rahvastiku-uuringutes.
Nouetekohase planeerimise ja eeluuringuga vdib DBS kogumine toimuda
meditsiinitddtaja ja laborivarustuseta ning isegi kodus.

Vastavalt labori véimekusele ning eelneva valideerimisega laboritingimustes saab kasutada
isegi kaubanduslikke ELISA-testsUsteeme, mille kasutamisel on vdimalik saada
seerumitega vorreldes samavaarseid tulemusi.

Antud t&66 raames andsid parimaid tulemusi variatsioonid 1.5-1.8_35, mis naitab, et
antikehade testimiseks tuleks votta 12 mm labimddduga DBS-proovid ja lahustada need
300 pl elueerimispuhvris, mille koostise variatsioonid ei andnud tulemustes olulist
erinevust. Samuti tuleks kodige usaldusvaarsemate ja vereseerumi tulemustega
vorreldavate tulemuste saamiseks ELISA-reaktsioonis votta lahustunud proovi suuremas
koguses (35 ul).

Piirvaartuse arvutamiseks on kdigepealt vaja arvutada see kahe meetodi jargi. 2 indikaatori
vahelist ala voib pidada nn ,halliks tsooniks* ehk et need proovid tuleks uuesti |abi lasta
kahe jarjestikkuse sarnase tulemuse saamiseni voi jatta kahtluse alla ning vdimalusel
teostada analoogiline seerumianalUus.

Uldiselt saab RNA-d DBS-proovidest eraldada, kuid kadude maar on liiga kdrge, lisaks
esineb valepositiivseid tulemusi. DBS-proovidest eraldatud HCV RNA sobib ka
sekveneerimiseks ja genotlUUpimiseks. Kuid usaldusvaarsema tulemuse saamiseks tuleb
optimeerida RNA eraldamise ja tuvastamise meetodit, et tdsta tundlikkust ja spetsiifilisust.
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