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1. UvOD

Transfuzijsko je lijeCenje lijekovima proizvedenim iz ljudske krvi najznacajniji dio
transfuzijske medicine i sastavni dio brojnih medicinskih postupaka. Od transfuzijskog se
lijeenja oc¢ekuje da uvijek pomogne bolesniku i nikada ne izazove Stetne posljedice. Ovo je
lijecenje najcesce uspjesno, ali su mogucée pogrjeske, nuspojave i Stetni dogadaji koji mogu

nanijeti Stetu bolesniku ili cak uzrokovati smrt bolesnika (1).

Upravo je zbog opasnosti od nuspojava transfuzijska djelatnost, viSe nego 1 jedna druga

medicinska struka, regulirana zakonima, propisima i medicinskim standardima.

Zdravstvene ustanove koje proizvode krvne pripravke trebaju uz zakone i struéne standarde

primjenjivati 1 zahtjeve dobre preradivacke prakse.
U Hrvatskoj su krv, krvni pripravci i derivati plazme zakonski izjednaceni s lijekovima

Odgovornost za Stetne nuspojave koje su nastale tijekom transfuzijskog lijeCenja zbog
pogrijesnog rukovanja ili transfundiranja (zbog neznanja ili nehaja) snosi zdravstvena

ustanova u kojoj se bolesnik lijeci (1).

Virusi, bakterije, paraziti, gljivice i prioni uzro€nici su zaraznih 1 krvlju prenosivih bolesti.
Gotovo nema krvi odrasle osobe u kojoj se ne nalaze aktivni ili latentni i replikativno

sposobni mikroorganizmi.

Virusi su jedinstveni primjer infektivnih uzro¢nika ¢ije se osobitosti temelje na jednostavnoj
gradi, nainu umnoZavanja 1 nestani¢nom ustrojstvu. Povijest suvremenog istrazivanja
virusnih hepatitisa, a ujedno i sustavna prevencija krvlju prenosivih zaraznih bolesti,
zapoCinje otkricem Australija antigena (AuAg) 1963. godine dobitnika Nobelove nagrade
Barucha S. Blumberga. AuAg je bio prvi specifi¢ni biljeg virusnog hepatitis, povrSinski
antigen virusne ovojnice (HBsAg, ,,s“ kao engl. surface), a virusni hepatitis tipa B zama$njak

razvoja suvremene virusne dijagnostike i cijepljenja (2, 3).

Otkrice Almeide o razvoju anti - HBc tijekom akutne zaraze hepatitisom B ubrzo su potvrdili
drugi istrazivaci, osobito Jay Hoofnagle. Prvi su komercijalni testovi anti - HBC
(enzimunoesej) primjenjeni 1982. g. Anti - HBc se slijede¢ih godina prolazno smatrao i

surogatnim testom u dobrovoljnih davatelja krvi za virusom hepatitisa C (HCV, od engl.



hepatitis C virus) koja se jos nije mogla dijagnosticirati i HIV zbog djelomi¢nog preklapanja
puteva prijenosa ovih virusa te biljegom okultne virusne infekcije hepatitisom B (OBI) (2).

P. Beeson je 1943. g. opazio da se hepatitis prenosi transfuzijama krvi. Testiranje krvi na
uzro¢nike krvlju prenosivih bolesti danas je ograni¢eno samo na nekolicinu uzro¢nika. To su
uzrocnici kronic¢nih, najceS¢e asimptomatskih koje davatelji ne prepoznaju, a koji se lako

prenose Krvlju i mogu u primatelja izazvati kroni¢nu bolest ili smrt.

Zakonom su obvezni seroloski testovi kojima se dokazuje prisutnost HBsAg, anti - HCV,
HIV Ag/ At i protutijela na uzro¢nika sifilisa (anti - TP, TP Treponema Pallidum)) pri svakoj
donaciji krvi. U Republici Hrvatskoj (RH) se godisnje seroloski testira vise od 190.000
uzoraka krvi dobrovoljnih davatelja (4). ZnaCajke su uzro¢nika bolesti koje se prenose
transfuzijama krvi sljedee: uzro¢nik se nalazi u krvi, dugo razdoblje inkubacije,
asimptomatski tijek bolesti, nakon ozdravljenja zarazena osoba ostaje kliconosa, uzro¢nik se
prenosi spolnim kontaktima, uzro¢nik bolesti ne ugiba u konzerviranoj krvi i u derivatima
plazme te je broj zaraznih uzro¢nika u dozi krvi dostatan da nadvlada bolesnikovu obranu (1,

3).

U cilju je postizanja vece sigurnosti i podizanja razine kakvoce transfuzijskog lijeCenja
Hrvatski zavod za transfuzijsku medicinu poceo testirati uzorke davatelja krvi iz cijele RH
novim, molekulskim postupkom NAT (engl. Nucleic Acid amplification Technique - Tehnike
umnaZanja nukleinskih kiselina) u ozujku 2013. g. NAT je vrsta molekularnih metoda za
dokazivanje virusnih DNK i RNK u krvi (plazmi). U RH se davatelji krvi obvezno ispituju
pri svakom davanju krvi Multiplex ID - NAT testom (ID - NAT): NAT kojim se istovremeno
u pojedina¢nim uzorcima davatelja krvi dokazuju HIV1 /2 - RNK, HCV - RNK, HBV - DNK
1 genomi drugih virusa, zavisno o proizvodacu i potrebama korisnika. U slucaju reaktivnosti u
Multiplex ID - NAT testu radi se Diskriminacijski NAT test (d NAT) - NAT kojim se uz
pomo¢ specificnih klica (engl. primera) odredi koji je od virusnih genoma bio uzrokom
reaktivnosti. Radi se o istoj metodici kao u ID - NAT - u samo su klice specifi¢ne za pojedini

virusni genom.

Rezultati testiranja vezu se uz davatelja krvi 1 dozu krvi putem Nacionalnog informatickog

sustava transfuzijske sluzbe RH ¢ - Delphyn.



1.1. Virusni hepatitisi

Virusne su zaraze znacajan uzrok bolesti jetre u cijelom svijetu. Utvrdeno je da postoji pet
primarnih virusa hepatitisa: A, B, C, D i E. Drugi virusi, kao §to su citomegalovirus, Ebstein
- Barrov virus te lijekovi, toksini, autoimuni hepatitis i Wilsonova bolest mogu uzrokovati
akutni ili kroni¢ni hepatitis. Svaki virus hepatitisa moze uzrokovati akutni hepatitis, ali samo

virusi hepatitisa B, C, D mogu uzrokovati kroni¢ni hepatitis (5).

Virusni se hepatitisi medusobno razlikuju po uzro¢niku, nacinu prijenosa, trajanju bolesti i
njezinim posljedicama, ali imaju i zajednicko obiljezje, a to je veliki udio asimptomatskih
sluc¢ajeva zaraze 1 niska svijest op¢ée populacije i skupina s povecanim rizikom o stjecanju
zaraze. Prema Svjetskoj je zdravstvenoj organizaciji (SZO) 1 od 12 osoba zaraZena virusom
hepatitisa B ili C, a da to ne zna. Zbog toga su Europsko srediSte za nadzor bolesti i SZO
pokrenuli akciju podizanja svijesti o virusnom hepatitisu koja ide za tim da se $to veci broj
ljudi u kojih je prepoznat rizik od ovih infekcija identificira i lije¢i. Svi virusni hepatitisi
1zazivaju iste ili sli¢ne simptome bolesti kao 1 slicne biokemijske promjene u krvi (Zutica, bol
u trbuhu, mucnina, povracanje, promjena boje stolice i mokrace, porast odredenih enzima,

bilirubina i dr.) i na temelju toga ih se ne moze razlikovati niti dijagnosticirati (6).

Toc¢na je dijagnoza od presudne vaznosti jer su ishod bolesti, prognoza 1 lijeCenje znacajno
druk¢iji. Dok infekcija virusom hepatitisa A 1 E prolazi najceS¢e bez posljedica, infekcija
virusom hepatitisa B, C, D ili E moze odvesti u kroni¢no jetreno oSteCenje s opasnim
posljedicama — cirozom i karcinomom jetre. Kod virusom hepatitisa B (HBV, od engl.
hepatitis B virus) to se dogada u oko 5 - 10 % inficiranih, a kod zaraze HCV - om u 80 - 90 %

zarazenih (6).

Samo je mali broj bolesnika sa simptomima HBV - om ili HCV - om koji ih odvede
lije¢niku. Stoga osobe koje su bile u rizi¢noj situaciji za moguci prijenos ovih virusa (kontakt
s krvlju, koriStenje tude Sprice kod intravenskih ovisnika o drogi, homoseksualni odnos,
riziéni heteroseksualni kontakti, boravak u podru¢jima velike proSirenosti ovih virusa,
postojanje  HBV - om ili HCV - om unutar ¢lanova obitelji, trudnice koje su preboljele
virusni hepatitis) trebaju biti testirane (6). U tablicama 1. 1. i 1. 2. prikazane su rizi¢ne

skupine za stjecanje HBV i HCV infekcije. U Hrvatskoj su, kao i u SAD — u te drugim



zemljama, najceS¢i put prijenosa ovih infekcija spolni put i intravensko uzimanje droga
(2,7,8).

Tablica 1. 1. Rizi¢ne skupine za infekciju virusom hepatitisa B

Rizi¢ne skupine za HBV

Osobe s povisenom aktivno$c¢u jetrenih enzima ili hepatitisom

Bolesnici s cirozom, fibrozom ili hepatocelularnim karcinomom

Ovisnici o IV drogama, sadasnji ili bivsi

Osobe koje su dulje vrijeme boravile u zatvoru

Bolesnici na hemodijalizi

Promiskuitetne homo i heteroseksualne osobe

Spolni partneri i ukuc¢ani zarazenih HBV- om

Sti¢enici 1 djelatnici zavoda za mentalno oStecene

Osobe zarazene HIV - om ili HCV - om

Bolesnici prije, tijekom i nakon imunosupresivne terapije i kemoterapije

Useljenici iz podru¢ja visoke prevalencije HBV - a

HBV - hepatitis B virus, IV - intravenoznim, HIV - od engl. Human limunodeficieny Virus,

virus humane nedostatnosti, HCV - hepatitis C virus



Tablica 1. 2. Rizi¢ne skupine za infekciju virusom hepatitisa C

Rizi¢ne skupine za HCV

Osobe s poviSenim jetrenim enzimima ili hepatitisom

Bolesnici s cirozom, fibrozom i HCC

Ovisnici o IV drogama, sadasnji 1 bivsi

Osobe koje su dulje vrijeme boravile u zatvoru

Bolesnici na hemodijalizi

Osobe koje su dugotrajno lijeCene perkutanim injekcijama

Osobe koje su bile izloZene invazivnim medicinskim, dentalnim i paramedicinskim

postupcima u zemljama velike HCV prevalencije i loSe zdravstvene usluge

Osobe koje su primale transfuziju krvi prije 1993. u EU / RH ili koje su primale krv
izvan EU / RH ikada

Hemofilicari lijeceni fakorima zgrusavanja prije 1987.

HIV - om zaraZene osobe

Osobe koje su uzimale intranazalno kokain

Osobe s body piercingom napravljenim u nehigijenskim uvjetima

Djeca HCV pozitivnih majki

Zdravstveni djelatnici koji provode postupke koji mogu dovesti do zaraze




HCC - hepatocelularni karcinom, 1V - intravenoznim, EU - Europska unija, RH - Republika
Hrvatska, HIV - od engl. Human Imunodeficieny Virus, virus humane nedostatnosti, HCV -

hepatitis C virus

Infekcija hepatitis B i hepatitis C virusima je opcenito uzrok znacajnog pobola i Smrtnosti.
Globalna je prevalencija hepatitisa B oko 5 % (1,3 - 13%), a hepatitisa C 3 % (0,5 - 13 %). U
SZ0O-u se u europskom podrucju rauna da 13,3 milijuna odraslih ljudi (1,8 %) ima HBsAg, a
15 milijuna (2,0 %) HCV RNK (7). U Hrvatskoj su procjene da je oko 2 % stanovnistva
zarazeno HBV-om, a oko 1,6 % HCV-om. U mnogim zemljama, pa tako i u Hrvatskoj, doslo
je do opadanja akutnog hepatitisa B 1 C §to se povezuje s uvedenim cijepljenjem protiv HBV -
a i unapredenjem medicinske djelatnosti per se (8). Godisnje u svijetu oboli oko 1,4 milijuna
ljudi od hepatitisa A i oko 20 milijuna od hepatitisa E, naj¢es¢e u podrucjima s nedostatnim
sanitarnim uvjetima, zbog zagadenja vode za pice ili hrane. U Europi na virusni hepatitis E
otpada oko 5 % svih slucajeva virusnog hepatitisa, a seroprevalencija medu zdravim
stanovniStvom varira od 0 - 10 %. Preventivno se za hepatitis A 1 E virus provodi zaStita
cijepljenjem. Bolesnici se s nejasnim akutnim ili kroni¢nim hepatitisom trebaju testirati na
IgM anti - HEV protutijela. Hepatitis E se posljednjih godina javlja u Hrvatskoj kao
posljedica uzimanja nedovoljno termicki obradenog mesa svinja zarazenih ovim virusom (9).
Hepatitis D ili delta (HDV, od engl. hepatitis D virus) ima 5% bolesnika kroni¢no zarazenih
virusom hepatitisa B. Endemskim podru¢jem za HDV smatra se Mediteran, srediSnja Afrika i
podrucje rijeke Amazone, a nova zariSta su Japan, Kina i Zapadna Indija. U Hrvatskoj
populaciji kroni¢nih HBV nositelja tek 1,6 % ima biljege ove. Mjere prevencije za HDV
provode se HBV cjepivom i imunoprofilaksom hiperimunim HB imunoglobulinom (10).

Komorbiditet je HBV / HIV 1 HCV / HIV vazan s gledista lijeCenja virusnog hepatitisa. Oko
10 % bolesnika inficiranih HIV - om ima kroni¢énu HBV infekciju, a ¢ak 25 % bolesnika s
HIV - om ima kroni¢nu HCV, §to globalno znaci 1 odnosno 11 milijuna ljudi. HIV dovodi
do brzeg napredovanja u kronicnu jetrenu bolest, brze pojave fibroze 1 jetrene
dekompenzacije. Virusni je hepatitis kao kroni¢na bolest veliko opterecenje za zdravstvo

mnogih zemalja. U Hrvatskoj se godisnje izdvoji oko 3,4 milijuna $ za lijeCenje virusnog



hepatitisa, koje se provodi prema prihvadenim smjernicama i u Hrvatskoj dostupnim

lijekovima.

Virusni hepatitis podlijeZe prijavi i epidemioloSkom nadzoru. Prac¢enjem je trendova u pobolu
1 nositeljstvu moguce ocijeniti ucinkovitost preventivnih mjera poput cijepljenja opce
populacije i skupina visokog rizika, testiranja davatelja krvi, organa i tkiva, nadzora nad
bolni¢kim infekcijama, testiranja trudnica i imunoprofilakse novorodencadi inficiranih majki
za HBV ili programa prevencije HCV poput izmjena igala kod intravenskih narkomana,
besplatnog 1 anonimnog testiranja i sli¢no. Postoje razlike u pracenju i epidemioloskom
nadzoru medu zemljama Europske unije. lako se bazi¢ni podatci kao npr. dob, spol, mjesto
prebivanja, datum pojavljivanja, datum hospitalizacije, rizi¢ni ¢imbenici itd. prikupljaju u
vecini zemalja, postoji velika heterogenost u samom nadzoru izmedu zemalja 1 stoga je nuzno

uskladivanje svih podataka radi planiranja strategije nadzora virusnih hepatitisa (11).

Poznavanje epidemiologije virusnih hepatitisa je preduvjet predlaganja prikladnih mjera
sprjeCavanja 1 suzbijanja bolesti. Uvijek je vrlo vaZzno uzeti u obzir osobitosti vlastite

populacije. Incidencija je i prevalencija virusnih hepatitisa u Hrvatskoj u padu (12).



1.2. Virusni hepatitis B
1.2.1. Klasifikacija i struktura virusa hepatitisa B

Virus hepatitisa B (HBV) pripada porodici Hepadnaviridae (hepa + DNK + virus) koji
inficiraju ljude 1 neke vrste Zivotinja (isto¢noamericki svizac, vjeverice, patke i Caplje).
Promjer viriona, Dane-ove Cestice, je 42 nm, lipidnog je vanjskog omotaca i iznimno je
otporan na visoke i niske temperature (15 godina na - 20° C i 4 dana na 60° C, na sobnoj
temperaturi u sasuSenoj krvi do tjedan dana), na alkohol i ultraljubicasto zracenje, a osjetljiv
na glutaraldehid i formalin (13). Genom HBV - a je djelomi¢no dvostruk kruzni DNK s
kovalentno vezanom virusnom polimerazom. Genom je ovijen bjelan¢evinama nukleokapside
HBc Ag Kkoji se sazrijevanjem otcjepljuje i kao topiv isplavljuje u krv. HBV genom se osim
u virionu nalazi 1 u jezgri zaraZzenog hepatocita u obliku kovalentno zatvorene virusne DNK
(cccDNA), koja predstavlja izvor za de novo replikaciju virusa nakon prekidanja antivirusnog
lijecenja ili reaktivaciju hepatitisa B u imunokompromitiranih bolesnika. Vanjski omotac
virusa Cini HBs antigen (HBsAg), osnovna je mala molekula sastavljena od 226
aminokiselina (AK), ali javlja se i kao srednja (281 AK) i velika molekula (334 - 345 AK).
lako je HBsAg glavni imunogen po kojem se prepoznaje HBV, jos je ja¢i HBcAg koji ima
svojstvo izravne B stani¢ne stimulacije. To je razlog zasto uvijek dokazujemo protutijela na

HBCAGg. Svi se hepadnavirusi razmnazaju pomoc¢u DNK - polimeraze (13).

Genom virusa sadrzi dugi negativni - DNK lanac i kraéi pozitivni -DNK lanac varijabilne
duzine. Negativni lanac kodira Cetiri otvorena okvira za Citanje (engl. Open Reading Frames,
ORF) koji se razlikuju u duzini i kodiraju sve virusne proteine: S - ORF (ima tri startna
kodona, preS1, preS2 i S, posttranslacijski daje tri proteina), C - ORF (gen sadrzi dva startna
kodona za translaciju dva razli¢ita proteina, HBeAg i HBcAg), POL - ORF (kodirajuca regija
za virusnu polimerazu koja djeluje kao pocetni protein vezan za genom) i X - ORF

(odgovoran za translaciju u X protein, vazna uloga u karcinogenezi i replikaciji virusa)
(13,14).

HBYV ima deset puta vecu razinu mutacija genoma od drugih DNK virusa $to je vrlo vazno u
njegovoj detekciji. Visoka razina grijeSke HBV reverzne transkriptaze (RT) uzrokuje ucestalu
nukleotidnu supstituciju tijekom virusne replikacije, rezultiraju¢i genskom raznolikos¢u u

obliku genotipova, subgenotipova, kvazivrsta i velikog broja mutacija (14).



Mutacije mogu nastati spontano ili pod utjecajem razli¢itih ¢imbenika kao npr. cjepiva,
antivirusnih lijekova, monoklonskih protutijela, hepatitis B imunoglobulina (HBIG). Mutacije
se nalaze kod akutnog hepatitisa, fulminantnog hepatitisa, kroni¢nog hepatitisa kao i kod
reinfekcije nakon transplantacije jetre i u imunokompromitiranih osoba. Naj¢es¢a mutacija na
lijekove je mutacija nakon dugotrajnog uzimanja analoga nukleozida (lamivudin) u YMDD -
sekvenciji polimeraze. Postoje Cetiri klinic¢ki relevantna tipa virusa: divlji HBV, pre - core -

mutacija, core - promotor - mutacija i YMDD mutacija (13).

DNK sekvencioniranje je otkrilo postojanje brojnih genotipova virusa, oznac¢enih od A do J,
od kojih svaki ima karakteristicnu zemljopisnu raspodjelu. U zapadnoj Europi je
najzastupljeniji genotip A, a u podrucju Mediterana genotip D. U Hrvatskoj dominira genotip

D (80%) i A (20%) (13).

lako 10 genotipova (A - J) medusobno dijele visoku homolognost slijeda nukleotida (93%),
razli¢itim genotipovima se razlikuju u klinickoj slici 1 ishodu bolesti. Istrazivanja u Europi su
pokazala da je genotip A sa znacajno ve¢om ucestalos¢u biokemijske remisije, HBV DNK i

HBsAg ciS¢enja u bolesnika s kronicnom HBV u odnosu na genotip D (14).



1.2.2. Patogeneza HBYV infekcije

Nakon ulaska u ¢ovjecji organizam i viremije, virus dolazi u jetru, ondje se veze za receptor
na stani¢noj membrani nakon ¢ega slijedi penetracija u hepatocit te replikacija virusa pri ¢emu
progenska RNK sluzi za sintezu genomske DNK i virusnih bjelancevina. U jezgri nastaje
kovalentno zatvorena prstenasta DNK (od engl. ccc - DNA - covalently closed circle DNA)
koja sluzi kao mini - kromosom prema kojemu se sintetizira potpuna molekula RNK, koju
polimeraza zapakira u virusnu ¢esticu unutar koje reverzna transkriptaza (RT) sintetizira novi
DNK genom. 1z tog razloga ccc - DNK u jezgri hepatocita moze u svakom trenutku potaknuti
replikaciju virusa. Gotov virus pupanjem izlazi na povrSinu hepatocita i moze inficirati drugu
stanicu (13). O imunosnom odgovoru domacina ovisi klini¢ka slika i ishod infekcije koji se
mogu javiti u dva oblika: replikativni, s gotovim potpunim virusnim cesticama i

nereplikativni gdje dolazi do stvaranja samo HbsAg - a (inaktivni nositelji) (13).
Patogenezu Cine Cetiri faze:

tolerancija prema virusu - obiljezena je visokom razinom HBV DNK s malo ili bez simptoma,
normalnim jetrenim enzimom alanin aminotransferazom (ALT) 1 minimalnom histoloskom
aktivnosti u jetri, bez fibroze ili sa slabo izrazenom fibrozom (kod akutne zaraze 0OvVO
razdoblje odgovara inkubaciji, kod neonatalne moze trajati desetlje¢ima), bolesnik je jako
infektivan i lako prenosi HBV;

imunosna faza - obiljeZava ju nekroza hepatocita posredovana imunosnim odgovorom, razina
HBV DNK u krvi pada, ALT raste, a fibroza napreduje, moze trajati nekoliko mjeseci do
nekoliko godina;

faza eliminacije - obiljezena je smanjenjem replikacije virusa i njegovom eliminacijom,
serokonverzija HBeAg / anti — HBe obic¢no znaci zavrsetak replikacije, nestanaka HBV DNK
iz seruma, HBeAg iz jetre te biokemijsku i histoloSku remisiju u veéine bolesnika (stanje
inaktivnog nositeljstva moze trajati godinama ili dozivotno);

serokonverzija HbsAg - a - HBV DNK se ne moze dokazati, stvaranje specifi¢cnog odgovora u
obliku protutijela anti - HBs, anti - HBe, anti - HBc, ,,dobar imunosni odgovor®, neke osobe
imaju u jezgri hepatocita, stanicama gusterace i leukocitima periferne krvi cccDNK koja se u
uvjetima imunosupresije moze reaktivirati i dovesti ponovno do replikativne faze bolesti u 20

- 50 % kroni¢nih nositelja (13, 15).
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Patogeneza HBV hepatitisa posljedica je reakcije imunog sustava na epitope HBc i HBs
antigena na povrsSini zarazenih hepatocita. Aktivirani stani¢ni i humoralni imuni odgovor
dovode do nekroze hepatocita. Ishod je reakcije uspostavljanje nadzora nad virusom ili

kroni¢na infekcija (13).

U patogenezi HBV-a vazne su mutirane varijante HBV-a koje nastaju supstitucijama i
delecijama nukleotida u genomu. Najvaznije su mutacije S gena, koji kodira HbsAg i C gena,
koji kodira HBeAg. U S virusnih varijanti ne dolazi do vezanja neutraliziraju¢ih HBsAg
protutijela (anti - HBs) i HBsAg jer je promijenjena konformacija HBsAg molekule.
Posljedica je toga moguc¢a HBV cijepljenih i imunih osoba. Kod mutacije C gena nama
izrazaja HBeAg, zbog Cega izostaje imuni odgovor na HBeAg koji rezultira duljim tijekom

kroni¢ne HBV 1 ve¢im napredovanjem u cirozu. D genotip je sklon ovoj mutaciji (13).
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1.2.3. Epidemiologija HBV infekcije

Priblizno tre¢ina svjetske populacije dode za vrijeme Zivota u kontakt s HBV - om, 350 - 400
milijuna ljudi ima perzistentnu HBV i, a 250 000 do 1,5 milijuna ljudi na godinu umre od

kroni¢nih jetrenih bolesti koje su u vezi s HBV infekcijom.

HBYV se ubraja u najéesce perzistentne i najvaznija je infektivna bolest u svijetu te predstavlja
globalni javnozdravstveni problem (16, 17, 18, 19). Smrt od HBV nastupa zbog jetrenog
zatajenja (fulminantni hepatitis, dekompenzirana ciroza) ili hepatocelularnog karcinoma
(HCC) (20). Vaznu ulogu u karcinogenezi imaju virusni ¢imbenici, genski ¢imbenici

domacina i ¢imbenici okoline, npr. toksini gljiva i alga, deficit selena u prehrani, itd. (21).

Virus je naden u krvi, spermi, slini, fecesu, urinu, zuci, likvoru, znoju, majc¢inu mlijeku,

suzama, vaginalnom sekretu, sinovijskoj tekuc¢ini i u krvi pupc¢anika (16).

HBe Ag - pozitivne osobe (> 106 viriona / ml) lakSe prenose (i preko malih povrSinskih
ozljeda) nego HBeAg - negativne osobe (< 102 viriona / ml) od kojih se bolest moZe prenijeti

samo transfuzijom krvi (20).

Najcesci put prijenosa je parenteralni ili inaparentni parenteralni (krv i krvni pripravci, spolni
kontakt, tetovaza, ovisnost o intravenskim drogama, busenje uSiju, zajednicko koriStenje
pribora za osobnu higijenu i dr.), iznimno neparenteralni (azili za mentalno retardirane osobe,
uski kuéni kontakti), Sto je prikazano u tablici 1. 1. Bolest se moZe prenijeti od HBsAg -
pozitivne majke na dijete intrauterino, za vrijeme prolaza kroz porodajni put, nakon radanja
dojenjem ili horizontalno u uskom kontaktu izmedu majke i djeteta. Zagadenim iglama
prenese se 8 do 16 milijuna HBV na godinu. Rizik od prijenosa nakon uboda na iglu
oneci$¢enu krvlju HBsAg - pozitivne osobe je 23 - 67% ovisno o izvoru te HBeAg statusu
(16). Tek su nakon nekoliko fatalnih prijenosa i stotine prenesenih od HBV pozitivnih
lijecnika koje su javno obznanjene uvedene restriktivne mjere, npr. maske za lice i zaStitne
naocale, itd. kao i obvezna testiranja zdravstvenih radnika na HBsAg i anti - HBs. Mnogi su
lijecnici postali zrtve svojih profesionalnih aktivnosti kao $to su od 70. - ih godina proslog
stoljeca zabiljeZene 1 prijave HBV prijenosa od zdravstvenih djelatnika s visokom viremijom
na pacijente, naj¢eS¢e tijekom ginekoloskih, torakalnih i oralnih kirurskih zahvata. U
Njemackoj su nakon 2000. godine gotovo svi HBsAg pozitivni lijeCnici bez obzira na
viremiju iskljuceni iz svih aktivnosti s pacijentima koje ukljucuju npr. intravenske injekcije ili
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uzimanje biopsija (2). Podatci iz Danske, Njemacke, Turske i Albanije pokazuju da je HBsAg

prevalencija medu zdravstvenim djelatnicima jednake razine kao u opcoj populaciji (11).

U svijetu se razlikuju zone visoke prevalencije kroni¢nih nositelja (8 - 15 %), kao S$to su
Azija, subsaharska Afrika, Juzna i Srednja Amerika (4% svjetske populacije), zone srednje
prevalencije (2 - 7 %), kao §to su Hrvatska, neki dijelovi Rusije, grani¢na euroazijska i
azijsko-africka podrucja (43% svjetske populacije) i zone niske prevalencije (0,5 - 1,5 %)
kao §to su Poljska, Ceska, Slovacka, Belgija, Italija, Njemacka te manje od 0,5 %, kao §to su
Nizozemska, Madarska, Slovenija, Norveska itd. Estonija se smatra visoko endemi¢nom

zemljom jer ima visoku incidenciju slucajeva (33 / 100 000) (11).

U zonama visoke endemicnosti glavni je put prijenosa perinatalni ili horizontalni, dok je u
podruc¢jima niske endemicnosti glavni put prijenosa spolni ili putem injekcija droga. Perkutani
put prijenosa ostaje dominantan put za rizicne skupine (zdravstveni djelatnici, policajci,
zatvorenici, brijaci, pedikeri, osobe koje se podvrgavaju akupunkturi, tetovazi, buSenju koze
(piercing), neki profesionalni sportasi, vojnici, intravenski ovisnici, bolesnici 1 osoblje na
dijalizi, putnici u podrucja visoke endemicnosti HBV - zaraze, osoblje i bolesnici
hematoonkoloskih odjela, bolesnici kojima je transplantiran organ ili tkivo HBsAg
pozitivnog davatelja, promiskuitetne homoseksualne i heteroseksualne osobe, novorodencad
HBSAQ - pozitivnih majki i kuéni kontakti HBsAg pozitivnih osoba te Sti¢enici 1 osoblje
ustanova koje skrbe o mentalno retardiranim osobama) (13). Na dijalizi se inficira do 50%
bolesnika i 30 - 40 % osoblja. Bolest se moze prenijeti i preko uredaja za vadenje krvi iz
prsta, respiratora, endoskopa, aspiratora, uredaja za dijalizu, ali i preko britve, pribora za
jelo, djecjih bocica, Cetkica za zube, igracaka. Bliski obiteljski kontakt ukljucuje zajednicke
Cetkice za zube, uredaje za brijanje, kontakt s eksudatom rana 1 sl. Na¢in nije moguce

utvrditi u oko 30% inficiranih (13).

Broj primo infekcija u Hrvatskoj godi$nje nije to¢no poznat, broj kroni¢nih nositelja
procjenjuje se na oko 65 000, vise u muskaraca. Vazno je napomenuti da su na podrucju
Zagreba do 1990. godine 20 % svih hospitaliziranih zbog akutnog hepatitisa B bili
zdravstveni djelatnici iz visokoriziénih skupina, najée$¢e medicinske sestre. Znatno ih je

manje od uvodenja cijepljenja 1987. godine (13).
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U svijetu 10 - 30 % HBV infekcija prelaziu perzistentnu infekciju, od ¢ega je 40% zdravih
nositelja HBsAg, a 60% su bolesnici s kroni¢énim hepatitisom. Do 50% kroni¢nih hepatitisa
moze prije¢i u cirozu, a od njith 10% se razvije u HCC. HBV izaziva gotovo 5 - 10%
kroni¢nih bolesti jetre u SAD i zapadnoj Europi. Istrazivanja na eksperimentalnom modelu i
na ljudima pokazala su da postoji genska sklonost za razvoj kroni¢nog hepatitisa B. Razvoju
kroni¢ne bolesti pridonose i prirodna ili ste¢ena imunonedostatnost, niska infektivna doza
virusa, lo$ socioekonomski standard, izloZenost u ranoj dje¢joj dobi, prehrambeni ¢imbenici,
hepatotoksi¢ne tvari, mutacije virusa, muski spol, koinfekcija drugim hepatotropnim
virusima, i dr. Bolesnici koji su HBV DNK, HBeAg i DNK polimeraza - pozitivni, nakon

akutne faze bolesti ¢eS¢e dobiju perzistentnu infekciju (13).

Egzogeni Cimbenici koji utjeCu na perzistenciju HBV-a su primjena kortikosteroida i
imunosupresiva radi potiskivanja stanicnog imunosnog odgovora ili izravnog utjecaja na
virusnu replikaciju. Ovi lijekovi mogu dovesti i do reaktivacije latentne HBV infekcije U 2/3
primatelja bubreznog presatka se razvije unutar 6 mjeseci nakon transplantacije, a u 27%

takvih bolesnika dokazan je kroni¢ni hepatitis te u 33% ciroza jetre (13).

Incidencija je postransfuzijskog hepatitisa B znacajno smanjena iskljucivanjem pla¢enih
davatelja krvi, uvodenjem obveznog seroloSkog testiranja na HBsAg i NAT testiranja. U
Europi je rezidualni rizik dobivanja HBV putem transfuzija krvi 1 : 10 000 000 transfuzija
krvi (11, 22). Razdoblje ,,prozora“ (engl. ,, window period”, WP) ostaje od velike vaznosti
buduéi su prema podatcima u SAD 0,4 % davatelja od 35 000 donacija bili davatelji s

rizi¢nim ponasanjem u posljednja tri mjeseca prije doniranja krvi (22).

Iako su unatrag dva desetljeca ucinjeni veliki koraci u smanjivanju rizika prijenosa uzro¢nika
putem transfuzija krvi, HBV jo§ uvijek predstavlja globalni rizik u transfuzijskoj medicini.
Rezidualni rizik HBV-a nije ograni¢en samo na prijekonverzijski WP ve¢ je povecan
obuhvacajucéi davatelje krvi s okultnom zarazom HBV. Vise je od trideset godina poznato da

HBsAQg negativni i anti - HBc pozitivni davatelji krvi mogu prenijeti HBV (23).

Prijenos HBV - a od davatelja je prvi puta opisana 1978. g. U Europi je ucestalost HBV -
DNK pozitivnih, HBsAg negativnih donacija 1 : 102 459 testiranih. Odnos donacija uzetih od
davatelja u WP i davatelja s OBI varira. U Poljskoj je odnos 16 % WP: 84 % OBI. U

americkim je istrazivanjima vecina davatelja s HBV - DNK pozitivnim, HBSAg negativnim
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rezultatima bila cijepljena protiv HBV, ali u subklinickoj zbog HBV inficiranih spolnih
partnera. Vecina OBI davatelja krvi osim HBV DNK ima prisutna i anti - HBs protutijela, o

¢ijem titru ovisi 1 sposobnost infekcije primatelja (24, 25).

U Hrvatskoj je rizik potencijalno infektivnih donacija krvi mnogo veci za HBV nego za HCV
i HIV. Gotovo je 98 % hrvatskih OBI davatelja bilo anti - HBc pozitivno (26).

1.2.4. Prirodni tijek bolesti HBV infekcije
Primarna infekcija

Nakon inkubacije od prosjecno 75 dana (28 - 180 dana), akutni virusni hepatitis B javlja se u
30 - 50% slucajeva u obliku simptomatske bolesti sa Zuticom. Bolest je u djece blaza nego u
odraslih, samoograni¢ena i traje oko 3 mjeseca (95 - 99%). lzuzetak su djeca koja se inficiraju
prije prve godine Zivota, u kojih se u 80 - 90% slucajeva razvije kroni¢na infekcija. Tezina

akutne klinicke slike ne korelira s kroni¢cnom klinickom slikom (27).

Najvazniji su simptomi umor, gubitak teka, mucnina, rjede povracanje te osjecaj tezine u
epigastriju i/ ili pod desnim rebrenim lukom. Vruéica se javlja rijetko 1 nikada ne prelazi
38 °C. Simptomi obi¢no traju 2 - 7 dana. U 5 - 20% oboljelih s akutnim B hepatitisom
izraZeni su u pocetnom stadiju izvanjetreni znakovi bolesti, koji se mogu javiti i nekoliko
tjedana prije pojave Zutice (simptomi nalik serumskoj bolesti uz bol u malim zglobovima,
svrbez koze 1 urtikariju). Klini¢ki se moze naéi palpabilna umjereno bolna jetra, rijetko
povecana slezena, lagano povecani limfni ¢vorovi na vratu i umjerena bolnost u epigastriju. U
ikteri¢nim oblicima bolesti nalaze se tamnija, obi¢no smedecrvena mokraca i svjetlija stolica.
Zutica moZe trajati do 12 tjedana, obi¢no kraée u djece i mladih odraslih osoba. Na samom
pocetku bolesti nema porasta serumskih aminotransferaza S§to upucuje na Cinjenicu da virus
primarno ne oStecuje jetru. Enzimi rastu s razvojem citotoksi¢nih T limfocita koji uzrokuju
nekrozu hepatocita. Nekrozu prati pad titra virusa u krvi i u hepatocitima, no klirens virusa iz
hepatocita moze nastati i bez njihove nekroze. Nakon toga nestaju HBsAg i1 HBeAg, a

pojavljuje se cirkulirajuéi anti - HBs (28, 29).

Fulminantni se hepatitis javlja u 0,1 - 1 % bolesnika i ¢es¢i je u drugom i tre¢em desetljecu

zivota. Nastaje zbog snaznog imunosnog odgovora koji dovodi do masivne nekroze
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hepatocita, a u onih koji prezive nastaje brzi klirens virusa. Sliku obiljezava akutno jetreno
zatajenje s mozdanim edemom, poremecajem svijesti do kome, difuznim krvarenjima,
metabolickim poremecajima, razvojem hepatorenalnog sindroma i kardiopulmonalnim
komplikacijama. Gotovo 50% bolesnika umire unutar 10 dana, a 75% unutar 3 tjedna od
pocetka bolesti. Na fulminantni hepatitis upucuju klinicki visoka vruéica, napredujuca
Zutica, meteorizam, razvoj ascitesa, asteriksis i progresivni poremecaj mentalnih funkcija sve
do kome (30). PocCetna istrazivanja pokazuju da su precore i core promotorne varijante
povezane s tezim oblicima jetrene bolesti i hepatocelularnim karcinomom. Sugerira se da ove
varijante rezultiraju fulminantnim oblikom zbog pojacane HBV replikacije ili znacajno

agresivnijeg imunog odgovora (31).

Anikteri¢ni inaparentni oblik nije pra¢en klinickim simptomima, nego porastom serumskih
aminotransferaza koji pak u malog broja HBV izostaje, pa je detekcija moguéa samo
seroloskim testovima. Opisane su komplikacije od strane srediSnjega ziv€anog sustava
(polineuropatija, serozni meningitis, mijelitis, Guillain - Barréov sindrom), hematopojetskog
sustava (neutropenija, agranulocitoza, trombocitopenija, aplasticna anemija, pancitopenija),
pankreatitis, bubrezno zatajenje (glomerulonefritis, membranska nefropatija, nefroticki

sindrom) i druge (29).
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Perzistentna infekcija

Kroni¢na infekcija virusom HB se definira prisutnos¢u HBV - DNK i HBsAg u krvi dulje od
6 mjeseci od pojave simptoma ili dijagnoze akutne HBV zaraze. Stanje kroniCne zaraze
razvija se kroz 4 faze tijekom kojih se mijenja imuni odgovor i replikacijska sposobnost

virusa i kroz koje se razvijaju kroni¢ni oblici hepatitisa B (27).

Prirodni je tijek kroni¢nog hepatitisa posljedica medudjelovanja izmedu virusne replikacije 1
imunosnog odgovora domacina. Rizik od razvoja kroni¢ne bolesti ovisi o dobi kada je nastala
(u perinatalnom razdoblju 90 - 95 %, u dobi 1 - 5 godina 30 %, nakon 5. godine 1 - 10%, u

odraslih imunokompetentnih do 5 %), na¢inu nastanka i HBeAg statusu inokuluma (13).

Kroni¢nu infekciju obiljezava perzistencija HBsAg, visoka razina HBV DNK i perzistencija
HBeAg u serumu. U bolesnika u kojih HBsAg perzistira dozivotno, poglavito u onih u kojih
se razvije anti - HBe, koncentracija virusa u krvi pada. Aminotransferaze mogu biti poviSene
(odrasli) ili normalne (perinatalna dob). Danas se smatra da je perzistiraju¢a replikativna
aktivnost virusa, mjerena vrijednostima HBV DNK u serumu, klju¢na za procjenu rizika od
razvoja ciroze i potrebu za lijeCenjem. Razina viremije je obi¢no niZza nego u primarnoj, a
visoki je titar virusa u krvi obi¢no povezan s prisutnoséu HBeAg (107 - 10° po mililitru).
Nestanku HBeAg obi¢no prethode porast ALT - a i smanjenje viremije (na 10% - 10°
molekula po mililitru) §to upucuje na imunosno posredovano razaranje hepatocita. Kratak
poluzivot virusa (priblizno 1 dan) i stalna viremija upucuje na to da je za njezino odrZavanje

potrebna stalna virusna replikacija (13).

U pocetnoj, fazi imunoloske tolerancije, koja je naj¢es¢a u djece zarazenih majki, izostaje

imuni odgovor zbog Cega se virus nesmetano razmnoZzava bez znakova upale jetre.

Druga je faza imunosne eliminacije virusa. Ona zapocCinje aktivacijom imunog odgovora koji
koincidira sa smanjenjem viremije, izrazajem HBcAg u citoplazmi hepatocita, a na
molekulskoj razini javljaju se mutacije gena C (core, precore i core promotormutacije). Ova je
faza pocCetna faza kroni¢nog hepatitisa za sve bolesnike koji su stekli kasnije u zivotu
horizontalnim prijenosom. U fazi imunosne eliminacije, aktivnost jetrenih enzima varira.
Izmjenjuju se faze visokih aktivnosti i normalizacije $to upucuje na pokuSaje imunosne
eliminacije virusom zarazenih hepatocita. Eliminacija se o€ituje redukcijom HBV DNK u krvi

i serokonverzijom HBeAg / anti - HBe (27).
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Pojava anti - HBe prekretnica je u kroni¢noj bolesti, poprac¢ena biokemijskom i histoloskom

regresijom bolesti. Dva su moguca ishoda bolesti u ovoj fazi:

Inaktivno nositeljstvo koje razvije 90 % - 95 % bolesnika. Ti bolesnici u krvi nemaju HBV
DNK, a klini¢ki ulaze u dugotrajnu remisiju s minimalnom aktivnoscu jetre. Relaps razvije 4 -
20 % inaktivnih nositelja dok je za 67 % - 80 % bolesnika ova faza kona¢ni ishod kroni¢nog
hepatitisa.

Kroni¢ni HBeAg negativni hepatitis razvije 5 -10 % bolesnika kao posljedicu reaktivacije
HBYV varijanti s mutacijama C gena.

Mali broj kroni¢no zarazenih bolesnika izgubi HBsAg (1,2 % - 1,8 % godisnje), Sto
kumulativno u osoba starijih od 50 godina, kroz 25 godina nosilaStva iznosi do 45 %.
Napredovanje u cirozu i HCC je vezano uz nekoliko ¢imbenika, kao §to su vremensko trajanje
nosilastva, spol, genotip virusa, ko s HCV ili HIV, aktivnost ALT, ucestalost upalnih ataka,
jacina fibroze, i najvazniji od svih koli¢ina virusa u krvi ili virusno opterec¢enje (engl. viral
load, VL). Bolesnici s VL-om > 10* DNK/ml imaju povecani rizik od hepatocelularnog

karcinoma. (27).

Oko 20 % bolesnika s perzistentnom infekcijom (CeS¢e HBeAg - negativni) moze imati
faze egzacerbacije s pojatanom nekrozom hepatocita uz porast jetrenih enzima i visoku
viremiju, §to moze imati za posljedicu ubrzani razvoj fibroze, ciroze i razvoj hepatocelularnog
karcinoma. Progresija u cirozu javlja se po stopi od 2 do 5 % na godinu u HBeAg - pozitivnih

I U8 10 % HBeAg - negativnih kroni¢nih hepatitisa.

Prosjecno je vrijeme do razvoja ciroze oko 20 godina, no moze biti i znatno krace (5 - 10
godina). Kod razvijene je ciroze godiSnji razvoj dekompenzirane bolesti 1 / ili

hepatocelularnog karcinoma 1 - 5 % (13).

U inaktivnih se nositelja HBV - a nestanak HBSAQg javlja po stopi od 1 % na godinu. U

nekih od njih perzistira niska viremija pa kazemo da imaju okultnu HBV (13).
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1.2.5.0kultna hepatitis B virusna infekcija

Prema europskim se smjernicama (engl. European Association for the Study oft he Liver,
EASL) kroni¢cna HBV shematski dijeli u pet faza koje nisu strogo odijeljene i stabilne:

asimptomatska, akutna, kroni¢na, fulminantna i okultna (5, 32).

Medu HBYV kroni¢no zarazenim osobama, 3 - 15 % ima okultnu hepatitis B virusnu (OBI)
koju obiljezava nizak sadrzaj HBV - DNK i negativan nalaz HBsAg. OBI je najces¢i uzrok
poslijetransfuzijskog hepatitisa B u imunokompromitiranih bolesnika (32, 33, 34).

Okultna se hepatitis B virusna infekcija (OBI) definira prisustvom HBV DNK u serumu i / ili
u jetri osoba koje su bez seroloski dokazanog biljega HBsAg. Koli¢ina je HBV DNK u
serumu, kada je detektabilna, obi¢no vrlo niska i iznosi < 200 IU/mL. U svrhu detekcije
prijaSnjeg kontakta dobrovoljnih davatelja krvi s HBV, neodgovoreno je pitanja na potrebu
za testiranjem uz HBsAg i anti - HBc biljega. Screening je na anti - HBc davatelja krvi
preporuka u mnogim zemljama (Kanada, SAD, Francuska, Njemacka) u svrhu detekcije

davatelja izlozenih HBV (5).

Moguc¢i su mehanizmi nastanka OBI - a slijede¢i:

a) Smetnje u replikaciji HBV-a od strane drugih virusa (HCV, HDV, Schistosoma mansoni);
b) Integracija HBV DNK u kromosome stanica domacina (onkogeneza);

c) Stvaranje kruznog imunog kompleksa koji sadrzi HBV, koji nisu otkriveni u rutinskom

testiranju na HBsAQ ;

d) Promijenjen imunosni odgovor domacina koji vodi ka odrZzavanju HBV - zaraze u
latentnom stanju, dok je prijenos na drugu osobu mogu¢ (najces¢e u slucajevima

imunosupresivne terapije);

e) Razli¢ite mutacije u HBV DNK slijedu (mutacije u S, X 1 P regiji) (32, 33).
Podjela OBI-a:

1. a) Seropozitivan OBI (anti - HBc i/ ili anti - HBs);

b) Seronegativan OBI (anti - HBc i anti - HBs negativni).
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Razina je HBV DNK niza od 200 IU / ml.
2. Lazni (engl. “false”) OBI ( mutiranim S genom).
Razina je HBV DNK usporediva s o¢itom HBV 1i.
Moguca je prisutnost infektivnih virusnih klonova (35).

Nositelji OBl - a na viSe nafina mogu prenijeti OBI. OBI se moze reaktivirati u
imunosuprimiranih bolesnika ili dovesti do tezih oste¢enja jetre ukoliko se udruzi s nekom
drugom bolesti jetre. Hoce li se javiti ili se nece javiti jasna HBV s pozitivnim HBsAg - om i
HBV DNK - testom, ponajviSe ovisi o stanju primatelja odnosno njegovoj imunoj
kompetenciji kao i o vrsti te infektivnosti HBV - a (33). Krvni pripravci DDK - a s OBI - om
nose Visoki rizik prijenosa HBV - a transfuzijom. Rizik ovisi i 0 prisutnosti anti - HBs - a i

koli€ini virusa (35).

OBl se osim transfuzijama krvi mozZe prenijeti transplantacijom organa. Stanje
imunosupresije moze dovesti do reaktivacije OBI - ja i progresije akutnog u fulminantni
hepatitis. OBI je znacajno povezan s pojavom tezih stanja jetrene bolesti kao S$to su ciroza i

HCC. U HCV zaraZenih bolesnika, OBI moZe pogorsati tijek HCV (36, 37).

Okultna HBV infekcija ima znacajne posljedice u bolesnika s HIV koinfekcijom. HBV 1 HIV
dijele puteve prijenosa 1 rizicne ¢imbenike Sto objasnjava visoku prevalenciju kroni¢nih HBV

u HIV osoba (38, 39).

20



1.2.6. Dijagnostika HBV infekcije

Temelj dijagnoze sindroma  akutnog virusnoga hepatitisa poviSene su serumske
aminotransferaze alanin - aminotransferaza i aspartat - aminotransferaza, AST (20 do 100
puta), obicno ALT > AST. Aminotransferaze su dobar pokazatelj aktivnosti bolesti, a

bilirubin 1 protrombinsko vrijeme tezine bolesti.

Za etiolosku dijagnozu hepatitisa dokazujemo antigene HBV - a (HBsAg i HBeAQ),
protutijela na te antigene (anti - HBs, anti - HBe, anti HBc IgM i anti HBc 1gG) i genski
materijal virusa (HBV DNK). Za dijagnozu HBV nije vazno samo dokazivanje biljega

nego i dinamike njihovoga pojavljivanja i nestajanja (13).

Razlic¢ita konstelacija ovih antigena i antitijela znaci i1 razliCite stadije bolesti, odnosno

vjerojatnost ozdravljenja ili prelaska u kroni¢nu bolest.

Virusni je hepatitis B moguce dokazati serolosSkim 1 molekularnim testovima (6).

Seroloski testovi jo$ uvijek su nezaobilazni testovi za dokazivanje HBV virusne infekcije koji
se nadopunjavaju dokazom nukleinske kiseline (HBV DNK). Seroloski su biljezi HBV zaraze
HBsAg, anti - HBs, HBeAg, anti - HBe, te anti - HBc IgM i1 IgG. ldentifikacija ovih biljega
omogucuje prepoznavanje bolesnika s HBV, razjaSnjavanje prirodnog tijeka kronicne,

procjenjivanje klinickih faza i pracenje antiviralne terapije (15).

HbsAg biljeg je najvazniji antigen 1 pokazatelj virusne koji obiljezava ili akutnu ili kroni¢nu
fazu virusne infekcije. Javlja se kao prvi biljeg HBV u serumu 1 - 12 tjedana nakon
ekspozicije, odnosno 2 - 8 tjedana prije pojave prvih klini¢kih znakova bolesti. U vrijeme je
pojave HBsAg 75 -100 % hepatocita virusom. Titar je virusa u akutnoj i vrlo visok, ¢esto 10°
- 10% viriona na mililitar. HBsAg nestaje u 90 - 95 % odraslih osoba koje su oboljele od
akutnog hepatitisa B u nekoliko tjedana do 6 mjeseci od pocetka bolesti, u ostalima je prisutan
trajno, Sto oznacCava perzistentnu. Nekoliko je studija koje su ukazale na povezanost

transkripcijske aktivnosti cccDNK u jetri i razine HBsAg u serumu (13, 15).

Uz HBsAg biljeg ostali biljezi u€inkovito upucuju na razvoj virusne infekcije i nakon
otprilike 6 mjeseci dosegnu svoju ravnotezu. Anti - HBc IgG antitijelo je medu svim
biljezima najvazniji biljeg kontakta s HBV. Anti - HBc je dugotrajni seroloski biljeg prijaSnje
HBYV infekcije, detektabilan u akutnoj i kroni¢noj infekciji, koji ukazuje na sadasnju
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(nedavnu ili kroni¢nu) ili proslu HBV infekciju. Anti - HBc total esej koristan je u
prepoznavanju bilo kakvog kontakta s HBV, ali ovaj biljeg ne moze razlikovati akutnu,
perzistentnu ili proSlu , stoga je neophodno razlikovati IgG od IgM protutijela. Odsustvo
HBsAg biljega veze se ucinkovitom rezolucijom i ozdravljenjem bolesnika te njegovom
nezaraznoS¢u. Unato¢ tome, u malom postotku  bolesnika virus ostaje aktivan uz

nedetektibilne koli¢ine HBsAg te se nalazi u fazi okultne infekcije (15).

Nakon uvodenja specificnog testa za HCV (anti - HCV), anti - HBc test se koristi za provjeru

ranijoj izloZzenosti HBV i za one OBI slucajeve kod kojih je HBV DNK samo povremeno

detektabilna (23).

Anti - HBs poznat je kao neutraliziraju¢e protutijelo i govori o dugotrajnoj imunosti. U
bolesnika sa steCenom imunosti nakon cijepljenja anti - HBs jedini je seroloski biljeg koji se
detektira u serumu. U prosloj HBV , postoji s anti - HBc 1gG. Ponekad, HBsAg postoji
istodobno s anti - HBs. U vecini slucajeva, anti - HBs protutijelo nije u stanju neutralizirati

cirkulirajuci virus, stoga se takvi bolesnici smatraju nositeljima HBV.

U proslosti su HBeAg i anti - HBe koriSteni u svrhu procjene infektivnosti i virusne

replikacije. Danas je njihovo tumacenje u ovu svrhu zamijenio HBV DNK esej (15).

Ponekad su osobe HBsSAQ negativne i pozitivne na anti - HBc 1gG bez anti - HBs (izolirani
anti - HBc). Ovakav je seroloski HBV profil mogu¢ u tri situacije: predominantno kao IgM
klasa ,,window perioda‘“ akutne faze, nakon zavrSetka akutne faze e kada anti - HBs pada
ispod razine detekcije i nakon nekoliko godina kroni¢cne HBV. U slucaju izoliranog anti -
HBc biljega, potrebno je provjeriti anti - HBc IgM da bi se utvrdila nedavna izlozenost HBV
1 u kroni¢nih jetrenih bolesnika uciniti HBV DNK test (15).

HBV viremija karakterizira replikativnu fazu bolesti. Cirkuliraju¢a HBV DNK dokazuje se
metodama amplifikacije karakteristicnih sekvencija DNK. PCR - metoda omogucuje
identifikaciju vrlo niske razine HBV DNK u serumu, leukocitima periferne krvi i u drugim
stanicama. U akutnoj je infekciji odredivanje HBV DNK ostavljeno samo za situacije kada
ostali biljezi HBV infekcije ne mogu rijesiti dijagnosticki problem. Kod kronicne je
pozitivnha HBV DNK dokaz replikativne faze bolesti u HBeAg - pozitivnim i HBeAg -
negativnim bolesnicima, a posebno je vazno pracenje viremije kod procjene odgovora na
antivirusnu terapiju (13).
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Serolosko 1 molekularno testiranje se osim u dijagnosticke primjenjuju i u druge svrhe:

Testiranje na HBV povezano s cijepljenjem protiv HB (anti - HBs) / anti - HBs test.

Nadzor titra zastitnih antitijela u bolesnika na kroni¢noj hemodijalizi / anti - HBs test.
Postekspozicijsko ispitivanje nakon ubodnih incidenata i nadzor / HBsAg, anti - HBc i anti -
HBs kod izloZenog i kod potencijalnog izvora zaraze.

Dijagnostika virusnog hepatitisa B

Primijeniti HBsAg, anti - HBc, anti - HBc IgM, HBeAg, anti - HBe i anti - HBs;

Svim HBsAg pozitivnim odrediti titar HBsAg, a u slucaja fulminantnog hepatitisa HDAg i
anti HDV IgG i IgM.

Testiranje u svrhu odluke o lijecenju

Odrediti koli¢inu virusa u krvi, koncentraciju HBsAg 1 genotip / kvantitativni HBV DNK
test, kvantititivni HBsAg test, genotipizacija HBV.

Pracenje terapije 1 procjena ishoda

Odrediti pocetnu koncentraciju HBV DNK 1 HBsAg, potom pratiti tromjese¢no do 48 tjedna.
Dijagnostika HBV temelji se na dinamici HBV DNK 1 seroloskih biljega HBV. Seroloski
profili tumace se kako je prikazano u tablici 1. 3. (27).
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Tablica 1. 3. Tumacenje rezultata testova za dokazivanje virusa hepatitisa B

Anti - Anti - HBc Anti - HBc Anti - HBV-
Status HBV HBsAg HBeAg
HBs IgM 1gG HBe DNK
Bez neg. neg neg neg neg neg neg
Cijepljen neg poz neg neg neg neg neg
Rana akutna poz neg neg neg poz neg poz
Akutna HBV poz neg poz poz poz neg jako poz
Oporavak /
) neg poz neg poz neg neg / poz neg
imunost
Kronic¢ni aktivni .
HB poz neg neg poz poz neg jako poz
Kroni¢ni inaktivni
poz neg neg poz neg poz poz
HB
Indikacija za .
N ) poz neg neg poz poz neg jako poz
lijecenje
Odgovor na poz
B poz neg neg poz neg poz
terapiju trend pada
poz / poz
Relaps poz neg neg poz neg
neg trend rasta
Okultna HBV neg neg neg poz neg neg poz

HBV - hepatitis B virus, anti - HBs - protutijelo na povrsinski antigen hepatitis B virusa, anti - HBC -

protutijelo na jezgrin antigen hepatitis B virusa, anti - HBc - protutijelo na jezgrin antigen hepatitis B

virusa razreda IgM, anti - HBc - protutijelo na jezgrin antigen hepatitis B virusa razreda 19G, HBeAg -

antigen ovojnice hepatitis B virusa, anti - HBe - protutijelo na antigen ovojnice heptitis B virusa,
HBV DNK - deoksiribonukleinska kiselina hepatitis B virusa, HB - hepatitis B

(izradio autor prema Burek V. Dijagnostika virusnih hepatisa. HCJZ. 2011; 28 (7): 1 - 10.)
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1.2.7. Profilaksa HBV infekcije
U sprjecavanju HBV infekcije vazne su opée i specijalne mjere zastite.

Opcée mjere ukljuCuju sprjeCavanje perkutanog kontakta s krvlju i drugim tjelesnim
teku¢inama u kojima je dokazan HBV, kontakt putem sluznica i prijenos kontaminiranog
materijala putem vektora te onecCiS¢enih predmeta (Cetkice za zube, bebine boce, igracke,
Salice 1 sl.), uz nadzor nad oboljelima i prijavljivanje bolesti. Mjere zastite u zdravstvenim
ustanovama ukljucuju noSenje zastitnih ogrtaca, maski, rukavica i naocala, primjenu pribora
za jednokratnu primjenu, vlastitog pribora za osobnu higijenu, mjere dezinfekcije,
sterilizacije, testiranje  krvi, krvnih pripravaka, dobrovoljnih davatelja organa i tkiva,
eliminaciju sve zarazene krvi, organa i tkiva (primjena seroloSkih i molekularnih testova

najnovijih generacija) (13).

Specijalne  mjere  zaStite obuhvacaju  prijeekspozicijsku 1  poslijeekspozicijsku

imunoprofilaksu.

Primjena cjepiva protiv B hepatitisa ima tri cilja: prevenciju klini¢ki ocitovane bolesti,
prevenciju razvoja kroni¢nog hepatitisa i prevenciju prijenosa virusa. Cijepljenje rizi¢nih
populacija je u Hrvatskoj pocelo 1994. godine (zdravstveni radnici, bolesnici na hemodijalizi,
novorodencad HBsAg - pozitivnih majki, spolni partneri HbsAg - pozitivnih osoba, osoblje
1 Sticenici zavoda za dusevno zaostale osobe, intravenski ovisnici, oboljeli od hemofilije).
Recentna je preporuka da se bolesnici s kroni¢nim jetrenim bolestima koji nisu prethodno bili
u kontaktu s virusima A i B hepatitisa, takoder cijepe protiv A i B hepatitisa. Preporuka je
Svjetske zdravstvene organizacije iz 1992. godine da imunizacija protiv hepatitisa B bude

integrirana u nacionalne programe cijepljenja u svim zemljama.

U Hrvatskoj se od 1999. godine cijepe djeca u VI. razredu osnovne $kole, no preporuka je
Hrvatske konsenzusne konferencije da se djeca cijepe u prvoj godini zivota (16, 29, 18).
Cjepivo se daje u deltoidni misi¢, a djeci u gluteus. Nije dokazana interferencija s drugim
cjepivima. Jedina prava kontraindikacija za cijepljenje su alergijske reakcije na sastavnice
cjepiva, dok je privremena kontraindikacija akutna febrilna bolest. Cijepi se po shemi 0, 1, 6
mjeseci, u novorodencadi 1 imunonedostatnih osoba shemom 0, 1, 2, 6 ili 12 mjeseci. Nije
dokazana veza izmedu cijepljenja rekombinantnim cjepivom 1 neuroloskih komplikacija
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poput Guillain-Barréova sindroma i multiple skleroze. Neki ¢imbenici domacina (pusenje,
debljina, imunonedostatnost, dob) i neki genski ¢imbenici mogu utjecati na slabljenje
imunosnog odgovora. Nereaktori (< 5 %) nemaju druge imunosne disfunkcije poremecaja. U
slabih se reaktora (titrovi anti - HBs < 100 IU / 1) mozZe s dodatne 2 - 3 doze cjepiva u 50 %
dobiti zadovoljavajuca serokonverzija. U tih je osoba preporucljivo rabiti ve¢u dozu cjepiva
(2 ml; 40 pg Hepatovaxa B ili 20 pg Recombivaxa B ili Engerix u preporucenoj profilakti¢koj
dozi). Isto tako, bolesnicima na hemodijalizi i imunonedostatnim osobama daju se

dvostruke doze cjepiva za odgovarajucu dob (6,13).

Kada djeca koja su cijepljena u novorodenackoj dobi dodu u Sesti razred osnovne Skole,

ukinut ¢e se cijepljenje u skoli (12).

Poslijeekspozicijska profilaksa potrebna je novorodenc¢adi HBsAg pozitivnih majki, poglavito
ako su i HbeAg - pozitivne, te nakon slucajne ekspozicije materijalu (ubod na iglu, druge
medicinske instrumente, kontaminacija koze ili sluznica HBsAg pozitivnim bioloSkim
materijalom). Novoroden¢ad HBsAg pozitivnih majki treba cijepiti u prva 24 - 48 sati nakon
rodenja uz HBIG, §to smanjuje stopu zaraze za > 90 %. Istodobno ih treba testirati na HBSA(g,
anti - HBc i IgM anti - HBc. Djeci se, koja su HBsAg i IgM anti - HBc pozitivna, obustavlja
daljnja zastita, dok se onima koji su negativni nastavlja s cijepljenjem po shemi 1, 2, 6 ili 12

mjeseci.

Osobama koje su dosle u slucajni kontakt s HBsAg pozitivnim bioloskim materijalom daje se
cjepivo po shemi 0, 1, 6 (unutar 24 sata do 7 dana nakon ekspozicije) uz prethodno testiranje
i / ili HBIG (do 8 sati nakon ekspozicije). Cijepe se samo HBsAg, anti - HBc i anti - HBs
negativne osobe. HBIG se daje u dozi od 0,07 ml / kg za odrasle. U¢inkovitost HBIG nije sa

sigurnoS¢u dokazana u prevenciji spolnog prijenosa HBV - a.
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1.2.8. Lijefenje HBV infekcije

Prema suvremenim smjernicama Europske udruge za bolesti jetre (EASL) 2012 g., Americke
udruge za bolesti jetre (AASLD) 2009. g. te Azijsko - pacificke udruge za bolesti jetre
(APASL) 2012. g., pegilirani interferon alfa - 2 a i / ili nukleoz(t)idni analozi (entekavir,
tenofovir) pripadaju u terapiju prvog izbora u lijeCenju kroni¢nog B hepatitisa. Ostali nukleoz
(H)idi (lamivudin, telbivudin, adefovir, emtricitabin) ostaju druga linija lijeCenja HBV zaraze
(40).

Osnovni ciljevi 1 kriteriji za vrednovanje ucinkovitosti antivirusne terapije hepatitisa B
smanjenje HBV DNK u serumu na nemijerljivu razinu, normalizacija ALT - a, HBeAg
serokonverzija, histolosko poboljSanje nalaza jetre 1 prevencija. Idealni je cilj terapije HBsAg

serokonverzija ili stvaranje anti - HBs, $to zapravo znaci izljeCenje kroni¢nog hepatitisa B.
Povoljni su prognosticki znaci:

- visoka aktivnost aminotransferaza;

- visoka upalna aktivnost u histopatoloSkom nalazu;

- nizak titar HBV DNK;

- akutni ikteri¢ni oblik hepatitisa na pocetku terapije;

- krace trajanje (<5 godina);

- zenski spol (40).
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1.3. Dobrovoljni davatelji krvi

Temelj transfuzijskog lijecenja su dobrovoljni davatelji krvi (DDK), odnosno njihove

donacije krvi i krvni pripravci koji su iz njih proizvedeni.

DDK je osoba koja krv daje bez ikakve materijalne naknade na nacelima dobrovoljnosti,
besplatnosti, solidarnosti i anonimnosti. DDK mogu biti sve zdrave osobe u dobi od 18 do 65
godina za koje je lije¢nik pregledom i laboratorijskim ispitivanjem utvrdio da mogu dati krv
bez opasnosti za svoje zdravlje ili zdravlje primatelja. Odabir davatelja krvi provodi se po
strogim kriterijima propisanim zakonskim 1 stru¢nim regulativama (Direktive Vijec¢a Europe,
Zakon, Pravilnici, Preporuke). Davatelj krvi ispunjava upitnik prije davanja krvi o svim
znacajnim segmentima po njegovo i primateljevo zdravlje, a o njegovim iskrenim odgovorima

ovisi sigurnost transfuzijskog lijecenja (41).

Krvni pripravei imaju posebno mjesto medu lijekovima zbog ljudskog podrijetla, nacina
proizvodnje i lijeCenja te se znacajno razlikuju od lijekova proizvedenih u farmaceutskoj
industriji. Od transfuzijskog se lijeCenja o¢ekuje da uvijek pomogne bolesniku i nikada ne

izazove Stetne posljedice (3).

Davatelji  krvi temelj su sigurnog transfuzijskog lijeCenja. Motiviranje dovoljnog broja
davatelja krvi koji nemaju interesa presutjeti dogadaje iz svog zivota, jedini je nacin da se
prikupe dovoljne koli¢ine kvalitetnih i1 sigurnih doza krvi. U Hrvatskoj se danas prikupi

godisnje vise od 190 000 doza krvi ¢ime je zadovoljeno nacelo samodostatnosti.

Racionalni pristup transfuzijskom lije¢enju i racionalna procjena rizika vazniji su nego ikada
do sada, a trijas - selekcija davatelja, uvodenje novih dijagnosti¢kih postupaka i njihova

standardizacija, te inaktivacija patogena dobivaju sve veéi znacaj za postizanje ovog cilja (3).
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2. HIPOTEZA
Hepatitis B virusna infekcija je u skupini dobrovoljnih davatelja najucestalija infekcija medu
obvezno testiranim uzro¢nicima krvlju prenosivih bolesti u Hrvatskoj.

Prevalencija okultne hepatitis B virusne infekcije medu dobrovoljnim davateljima krvi u
Hrvatskoj sli¢na je prevalenciji okultne hepatitis B virusne infekcije dobrovoljnih davatelja

krvi u Europi.

Pretpostavlja se pad broja dobrovoljnih davatelja krvi s okultnom hepatitis B virusnom
infekcijom u cijeloj Hrvatskoj tijekom razdoblja od 1. 3. 2013. g. do 1. 3. 2017. g.

Najveci broj dobrovoljnih davatelja krvi s okultnom hepatitis B virusnom infekcijom imat ¢e

pozitivan seroloski biljeg anti - HBc.
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3. CILJEVIISTRAZIVANJA

1. Istraziti rezultate seroloskog testiranja dobrovoljnih davatelja krvi (potvrdno pozitivni
rezultati obveznih testiranja na uzro¢nike HBV, HCV, H1 / 2 1 sifilis) u kategoriji svih

davatelja i novih davatelja;
2. Istraziti rezultate molekularnog testiranja (NAT) biljega krvlju prenosivih bolesti u DDK;

3. Istraziti pojavnost OBI - ja u cjelokupnoj populaciji DDK RH u navedenom razdoblju

prema zemljopisnim podrucjima;

4. Istraziti pojavnost OBI s obzirom na broj davanja krvi (viSestruki ili novi davatelji);
5. Istraziti pojavnost OBI s obzirom na dob i spol;

6. Istraziti HBV DNK u svim uzorcima;

7. Istraziti rezultate seroloskog testiranja na anti - HBc, anti - HBs i anti - HBe biljege HBV u
OBI pozitivnih DDK,;

8. Istraziti jesu li pokrenuti postupci look - back (Look-back postupak je skup postupaka koji
se provode nakon sto se ustanovi da je davatelj krvi koji je ve¢ ranije darivao krv inficiran
uzroc¢nicima na koje se krv ispituje ili uzroénicima krvlju prenosivih bolesti za koje se
ispitivanje ne provodi, a koji bi mogli nastetiti zdravlju primatelja krvi ili ako se naknadno
ustanovi da postoji objektivna sumnja da test temeljem kojega je krvni pripravak pusten u
uporabu nije mogao detektirati infekciju te je zbog toga moglo do¢i do infekcije primatelja.
Svrha look-back postupka je zastititi zdravlje primatelja prethodne ili prethodnih doza krvi i

sprijeciti daljnje sirenje zaraze.);

9. Istraziti jesu li bili pokrenuti postupci trace back (Trace-back postupak je skup postupaka
koji se provode kada se za laboratorijski potvrdenu zarazu postavi objektivna sumnja da je
uzrokovana transfuzijom krvnog pripravka, a kako bi se ista iskljucila ili potvrdila. Svrha
postupka je iskljuciti zarazenog davatelja iz davalastva krvi i obavjestiti i1 ispitati sve

primatelje ostalih krvnih pripravaka pripadajuce donacije ovog davatelja 0 mogucoj zarazi.);

10. Istraziti jesu li osobe bile na savjetovanju prije donacije zbog mogucih zdravstvenih
teSkoca;
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11. Istraziti jesu li osobe bile na savjetovanju poslije otkrivenog OBI - ja.

12. Istraziti jesu li bili testirani ¢lanovi obitelji na biljege hepatitis B virusne seroloSkim i/ ili

molekulskim testovima;

13. Istraziti pojavnost OBI - ja u DDK kao pacijenata u zdravstvenom sustavu RH.
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4. ISPITANICI | METODE
4.1. Ustroj studije

Istrazivanje je ustrojeno kao opaZzajno istrazivanje — presjecno s povijesnim podatcima koje je
provedeno u Hrvatskom zavodu za transfuzijsku medicinu u razdoblju 1. 3. 2013. g. - 1. 3.
2017. g.

4.2. Ispitanici

Tvorivo su bili uzorci krvi dobrovoljnih davatelja iz cijele RH, odnosno ovlastenih
zdravstvenih ustanova za prikupljanje, proizvodnju, ¢uvanje te distribuciju krvi i krvnih
pripravaka. U RH je ovlasti prikupljanja i prerade krvi imalo u navedenom razdoblju osam
zdravstvenih ustanova: Hrvatski zavod za transfuzijsku medicinu (HZTM), regionalni
transfuzijski centri Osijek (RTCO), Split, Rijeka, te odjeli za transfuzijsku medicinu

Varazdin, Pula, Dubrovnik i Zadar.

U navedenom je razdoblju bilo testirano 743 490 uzoraka krvi visestrukih i novih DDK. Svi
su se prikupljeni uzorci svakog dana slali na ID - NAT testiranje u HZTM (nacionalni

prijevoz putem kurirske sluzbe.

Uzorci su se krvi uzimali od DDK prilikom punkcije pune krvi. Uzimala su se dva uzorka:
uzorak za seroloska testiranja (HBsAg, anti - HIV, anti - HCV, anti - TP) u Becton -
Dickinson epruvetu od 10 ml, dimenzija 16 x 100 mm, nativni i uzorak za NAT testiranje u
Becton - Dickinson epruvetu od 6 mL, dimenzija 13 x 100 mm s K2E (EDTA)
antikoagulansom. Epruvete oznacene brojem donacije punjene su krvlju iz prijedonacijske

vrec€ice 1 potom bile zaprimane na Centralnom prijemu.

Ovlastene zdravstvene ustanove provode serolosko testiranje uzoraka krvi DDK na HBsAg
(probirni test) koji je zakonski obvezatan test. HZTM provodi ID - NAT testiranje te u
slucajevima reaktivnosti radi dodatno testiranje diskriminacijskim NAT testom i seroloSkih

biljega HBV (anti - HBc, anti - HBs i anti - HBe).

U cijelom su se postupku uzimanja uzoraka krvi postovala nacela dobre laboratorijske prakse
koji osiguravaju identifikaciju uzorka i njegovu sljedivost. Ovlastene zdravstvene ustanove
koje rade seroloSka testiranja zaduzene su za obavjes¢ivanje DDK o pozitivnim rezultatima

testova na krvlju prenosive bolesti, prijavu svih zarazenih nadleznoj higijensko -
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epidemioloskoj sluzbi i pokretanje i provodenje look - back postupka za svakog zarazenog

davatelja koji ima prethodna davanja krvi u navedenoj transfuzijskoj ustanovi.

U ovlastenim zdravstvenim ustanovama postoje savjetovaliSta za krvlju prenosive bolesti
dobrovoljnih davatelja krvi. Dobrovoljni su davatelji krvi u kojih je otkrivena OBI u
savjetovaliStima ispunjavali upitnik koji je dizajniran za ovo istrazivanje. Svrha je upitnika
bila procjena klinickih i epidemioloskih znacajki povezanih s dijagnosticiranom okultnom
hepatitis B virusnom infekcijom u DDK. Otkriveni OBI DDK su upucivani svom lije€niku

op¢e medicine s preporukom pregleda lije¢nika specijaliste gastroenterologa.
4.3. Metode

Serolosko je testiranje na HBsAg ucinjeno Architect HBsAg Qualitative II testom koji se
koristi kao test probira u svrhu sprjeCavanja prijenosa HBV na primatelje krvi na aparatu
Architect (Abbott Laboratories, Delkenheim, Njemacka). Ovaj je test kemiluminiscentni
imunokemijski test (CMIA, engl. chemiluminiscent microparticle immunoasay) za
kvalitativno dokazivanje hepatitis B povrsinskog antigena (HBsAg) u serumu i plazmi. U
Architect HBs Ag Qualitative II testu reakcijska se smjesa dobiva mijeSanjem uzorka,
paramagnetskih mikrocestica oblozenih protutijelima na HBsAg (anti -HBs) i anti - HBs
konjugata oblozenog akridinom. HBsAg se iz uzorka veze na mikrocestice oblozene s anti -
HBs i s anti - HBs konjugatom obiljezenim akridinom. Nakon ispiranja se u reakcijsku smjesu
dodaje pomoc¢na puferska otopina za ispiranje. Nakon joS jednog ciklusa ispiranja, u
reakcijsku se smjesu dodaje prijeaktivacijska i aktivacijska otopina. To aktivira
kemiluminiscentnu reakciju koja se mjeri i izrazava u relativnim svjetlosnim jedinicama
(RLU, engl. relative light unit). Koli¢ina je HBsAg u uzorku razmjerna vrijednosti RLU
izmjerenoj Architect 1 System optikom. Prisutnost ili odsutnost HBsAg u uzorku se utvrduje
usporedbom kemiluminiscentnog signala uzorka s grani¢nom vrijednos¢u (engl. cutoff) koja
je odredena kalibracijom. Ako je kemiluminiscentni signal uzorka ve¢i ili jednak granicnoj

vrijednosti, uzorak se smatra pozitivnim na HBsAg (6, 20).

Za detekciju anti - HBc, anti - HBs i anti - HBe koriSteni su imunokemijsku luminiscentni

testovi (Architect, Abbott Laboratories, Delkenheim, Njemacka).

Procleix Ultrio Plus test se koristi za obvezno NAT (engl. Nucleic Acid Amplification
Technique) probirno testiranje dobrovoljnih davatelja (DDK) krvi u RH (Grifols, Spanjolska,
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aparat Tigris). Osim za DDK, test se primjenjuje i u testiranju darovatelja organa, tkiva i

maticnih stanica.
NAT je vrsta molekulskog postupka za dokazivanje virusnih DNA i RNA u krvi (plazmi).

ID - NAT (engl. Individual Donation, ID, pojedina¢na donacija) je testiranje na prisutnost
nukleinske kiseline, koje se izvodi na pojedina¢noj donaciji, a ne u pool-u ( engl. pool,
bazen). Procleix Ultrio Plus test je kvalitativni in vitro pojacivacki test za otkrivanje HIV - 1
RNK, HCV - RNK, te HBV - DNK u uzorcima plazme i seruma davatelja krvi, ispitanih
pojedinacno ili u nizovima. Osim toga, namijenjen je za testiranje plazme i seruma radi

probiranja darovatelja organa, tkiva i stanica, uklju¢ujuci umrle darovatelje.

Procleix Ultrio Plus Test objedinjava izolaciju nukleinske kiseline, umnozavanje putem
prijepisa (engl. transcription mediated amplification TMA) nukleinskih kiselina: HIV - 1
RNK, HCV - RNK i HBV- DNK, te detekciju umnozenih produkta (amplikona)
hibridizacijskom reakcijom (engl. hibridization protection assay, HPA). Testom se
istovremeno detektiraju sve tri nukleinske kiseline, a signal pozitivnog rezultata jedinstven je
za sva tri virusa, te zahtijeva diskriminacijsko testiranje, kojim se utvrduje prisutnost HIV -1

RNK, HCV - RNK ili HBV - DNK.

Tijekom izolacije, virusna RNK i DNK oslobadaju se iz virusa pomoc¢u detergenta koji otapa
virusnu ovojnicu, te denaturira bjelancevine. Oligonukleotidne probe vezu konzervirano
podrucje HIV - 1, HCV i HBV genoma i nastaje hibridizacijska molekula, koja se iz uzorka

izdvaja pomoc¢u magnetskih Cestica.

TMA je postupak umnozavanja nukleinske kiseline koja se temelji na prijepisu putem dva
enzima; MMLYV reverznu transkriptaze i T7 RNA polimeraze. MMLYV reverzna transkriptaza
proizvodi preslike DNK, iz kojih ¢e T7 RNK polimeraza sintetizirati velik broj RNK
amplikona. TMA metoda je izotermalna, s prinosom od milijardu umnozenih RNK

amplikona u samo pola sata.

Detekcija umnozenih RNK amplikona provodi se HPA testom. Komplementarne,
jednolanc¢ane probe za nukleinske kiseline, ozna¢ene kemiluminiscentnim molekulama, vezu
se specificno za umnoZzene RNA amplikone. Selekcijski reagens razlikuje vezane od

nevezanih proba te uniStava kemiluminiscentne molekule na nevezanim probama.
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Kemiluminiscentni signal koji proizvodi hibridizirana proba mjeri se luminometrom i biljezi u

relativnim svjetlosnim jedinicama (RLU).

Interna kontrola (engl. internal control, IC) dodaje se u svaki uzorak, kontrolu i kalibrator.
Ona prolazi sve korake testiranja, te ih na taj nac¢in nadzire. Umnozeni RNK amplikon za IC
razlikuje se uporabom proba s relativno brzom kinetikom emisije svjetla u dualnoj kinetickoj

reakciji, pa se kineticki signal razlikuje kao bljesak (za umnoZene amplikone IC) i kao sjaj (za

specificno umnozene amplikone za HIV - 1 RNK, HCV - RNK i HBV - DNK).

Diskriminacijski NAT test (ANAT) je NAT kojim se uz pomo¢ specificnih klica (engl.
primer, specificna klica) odredi koji je od virusnih genoma bio uzrokom reaktivnosti u
multiplex ID - NAT testu. Vazno je znati da se radi o istoj metod kao u ID-NAT testu samo su

klice specifi¢ne za pojedini genom.

Diskriminacijsko testiranje koristi se za uzorke koji su ponovljeno reaktivni u Procleix Ultrio
Plus testu. Pomoc¢u specifi¢nih proba za HIV - 1 - RNK, HCV - RNK i HBV - DNK utvrduje

se prisutnost odredenog virusa (25, 26, 27).

Master lot oznacava svaku kutiju reagensa, te se u testiranju mogu koristiti isklju¢ivo reagensi

istog master lota.

Zahtjevi uzorka

1. Uzorci se moraju centrifugirati 10 min na 35009 (cca 3340 okretaja/min) unutar 72 h od
njihovog uzimanja.

2. Uzorke skladistiti na 2 - 8°C do 13 dana od trenutka uzimanja.

Iznimno: Na temperaturi od 8°C do 25°C uzorci se mogu skladistiti 72h, a na temperaturi od

25 do 30°C 24h.

Kakvoc¢a uzorka
1. Uzorak mora biti u dostatnom volumenu za testiranje, bez ugrusaka, pjene i mjehurica.

2. Uzorak se moze razrijediti najviSe 5x s fizioloSkom otopinom.
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Zahtjev volumena

Volumen uzorka koji se uzima za testiranje iznosi 500 pL.

Tablica 4. 1. Minimalni volumen uzorka krvi

Promjer epruvete

minimalni ukupni volumen uzorka
plazme / seruma
(bez ostatka stani¢nog sadrzaja krvi, bez

gel - barijere)

12 - 13 mm

1000 pL

16 mm

1500 pL

Promjer epruvete

minimalni ukupni volumen uzorka
plazme / seruma
(s ostatkom stani¢nog sadrzaja krvi, s

gel - barijerom)

12 - 13 mm

700 pL

16 mm

900 pL
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Moguce su slijedece interpretacije rezultata i objaSnjenja testiranja:

Interpretacija rezultata Opis

Reaktivan s/co vrijednost za uzorak >1

) s/co vrijednost za uzorak <1
Nereaktivan _
rezultat za IC valjan

s/co vrijednost za uzorak <1
Sumnjiv rezultat za IC valjan

nevaljan rezultat za kontrole

s/co vrijednost za uzorak <1
) rezultat za IC nevaljan
Nevaljan ) o o
kalibratori ili kontrole ne zadovoljavaju
zadane kriterije za specifi¢an analit ili IC

grijeSka u radu uredaja

rezultat za IC valjan
Valjan kalibratori ili kontrole zadovoljavaju zadane

kriterije za specifican analit IC
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Tablica 4. 2. Osjetljivost Procleix Ultrio Plus testa

Virus Procleix Ultrio Plus test ~ Diskriminacijski test
HIV-1
21,2 lU/mL 18,9 IU/mL
HIV WHO
(18,2-25,7) (16,3-22,9)
97/650
HCV
5,4 1IU/mL 4,4 1U/mL
HCV WHO
(4,5-6,7) (3,7-5,6)
06/100
HBV
3,4 1IU/mL 4,1 1U/mL
HBV WHO
(3,0-4,1) (3,5-4,9)
97/750

ANALITICKA OSJETLJIVOST
95% LOD Procleix Ultrio Plus testa, prema DVP-OMD-054 Procleix Ultrio Plus Assay

KLINICKA OSJETLJIVOST

Osjetljivost Procleix Ultrio Plus Assay u rutinskoj primjeni pokazuje detekciju uzoraka s
koncentracijom viralne HIV - 1 i HCV RNK koja je jednaka 100 IU/mL ili veca, dok za
uzorke sa HBV DNK detektira koncentraciju koja je jednaka 5 TU/mL ili veca.

Uzorci s koncentracijom virusne RNK ili DNK manjom od navedene mogu pokazati

nereproducibilnost u rezultatima testiranja.
Za detekciju uzoraka s koncentracijom HBV DNK 2 [U / mL s vjerojatno$¢u ve¢om od 95 %,

Procleix Ultrio Plus testiranje treba se izvoditi u triplikatu, pri ¢emu reaktivan rezultat u

jednom od tri replikata ve¢ ukazuje da je uzorak HBV DNK pozitivan.

38



Nadzor postupka ID - NAT triplex probirnog testiranja
1. Unutarnji nadzor postupka

U svakom nizu testiranja sustav trazi postavljanje odgovaraju¢ih kalibratora i nadzora iz
testnog kita na njihove odgovarajuce poloZaje. Ovisno o rezultatima testiranja za kalibratore 1
nadzor niza testiranja proglasava se valjanom ili nevaljanom.

U Procleix Ultrio Plus testiranju moraju biti valjani rezultati najmanje sedam od devet
replikata kalibratora. Najmanje dva od tri replikata negativnog kalibratora i pet od Sest
replikata pozitivnih kalibratora moraju imati valjane rezultate.

U Procleix Ultrio Plus HIV - 1, HCV ili HBV diskriminacijskom testiranju najmanje dva od tri
replikata negativnog kalibratora moraju imati valjane rezultate, i najmanje dva od tri rezultata
replikata pozitivnog kalibratora moraju imati valjane rezultate.

Kriteriji za prihvacanje rezultata testiranja kalibratora su automatski validirani Procleix Tigris
System Softwareom. Ukoliko je broj valjanih rezultata za kalibratore manji od minimalnog,
Procleix Tigris System Software proglasit ¢e seriju nevaljanom, a sve uzorke u tom nizu
potrebno je retestirati.

U Procleix Ultrio Plus testiranju set kontrola iz testnog kita za niz testiranja sastoji se od
negativne kontrole i tri pozitivne (za svaki od tri virusa). Kontrole se testiraju jednostruko.

U Procleix Ultrio Plus HIV - 1, HCV ili HBV diskriminacijskom testiranju set kontrola iz
testnog kita za seriju testiranja sastoji se od negativne kontrole i odgovaraju¢e pozitivne
kontrole ovisne o specificnoj probi za virus koji se diskriminira. Kontrole se testiraju
jednostruko.

Ukoliko su rezultati za set kontrola iz testnog kita proglaseni nevaljanima zbog grijeske
uredaja ili grijeSke u procesuiranju rezultata, rezultati testiranja su proglaseni sumnjivim i

testiranje treba ponoviti.

2. Vanjski nadzor postupka NAT testiranja

Svakodnevno se provjerava rad uredaja koji ¢e taj dan biti koriSten za rad pomocu run
kontrola (za HIV - 1 RNK, HCV - RNK i HBV - DNK) koje nisu dio testnog kita, te njihove
rezultate Procleix Tigris System Software ne uzima kao kriterij za utvrdivanje valjanosti

rezultata niza testiranja.
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Ukoliko su rezultati testiranja za run kontrole negativni ili nevaljani, cijeli se niz smatra
sumnjivim i testiranje se mora ponoviti.
Svake je godine obvezno sudjelovanje u najmanje jednoj vanjskoj kontroli medunarodne

organizacije za sva tri virusa.

U opisanim slucajevima nevaljanih serija testiranja, uzorke koje je Procleix Tigris System
Software proglasio reaktivnima, tj. pozitivhima, ne trebaju se retestirati ve¢ se moraju

prihvatiti kao uzorci s valjanim pozitivnim rezultatom testiranja, prema uputama proizvodaca.
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4.4, Statisticke metode

Kategoricki podatci predstavljeni su apsolutnim i relativnim frekvencijama.

Razlike medu kategorijskim varijablama testirane su y° testom, a po potrebi Fisher-ovim
egzaktnim testom.

Normalnost  raspodjele numerickih varijabli testirana je Shapiro - Wilkovim testom.
Numeric¢ki su podatci opisani medijanom 1 granicama interkvartilnog raspona (engl.
interquartile range, 1QR).

Sve su P vrijednosti dvostrane. Odabrana je razina znac¢ajnosti 0,05.

Za analizu podataka koriSten je statisticki program MedCalc Statistical Software version
18.11.3 (MedCalc Software bvba, Ostend, Belgium; https://www.medcalc.org; 2019) i SPSS

(IBM Corp. Released 2015. IBM SPSS Statistics for Windows, Version 23.0. Armonk, NY:
IBM Corp.).
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5. REZULTATI

U razdoblju su od 1. ozujka 2013. do 1. ozujka 2017. godine HZTM 1 ovlaStene zdravstvene
ustanove izvrsile su 743.490 seroloskih testiranja uzoraka DDK na HBV, HCV, HIV 1/2 i
sifilis i isto toliko molekulskih ID - NAT testiranja (HBV, HCV, HIV). Rezultati seroloskog i
molekularnog testiranja vezu se uz davatelja krvi i doniranu dozu putem e - Delphyn
nacionalnog informati¢kog sustava transfuzijske sluzbe RH. Ukupan je broj testiranih
uzoraka krvi DDK na biljege krvlju prenosivih bolesti u RH u razdoblju 2013. - 2017. u
rasponu 183.072 do 197.294 uzoraka krvi.Ukupan je broj testiranih uzoraka krvi novih DDK
na biljege krvlju prenosivih bolesti u RH u rasponu od 14.072 do 16.369 uzoraka. U 2013.
godini broj novih DDK iznosio je 10,5 %, u 2014. g. 7,7 %., u 2015. g. 8,4 %, a u 2016. g.
8,1 %.

U tablici 5. 1. je prikazana raspodjela ID —NAT testiranja uzoraka krvi DDK u razdoblju 1. 3.
2013.-1.1.2017.g.

Tablica 5. 1. Raspodjela rezultata pojedinac¢nog testa amplifikacije nukleinskih kiselina

davatelja krvi po godinama

Razdoblje testiranja Broj (%) testiranja Broj (%) novih
(pocetni — zavrs$ni datum) DDK

1.3.2013. - 31. 12. 2013. 134.201 (18,1) 14.092 (10,5)
1.1.2014. - 31. 12. 2014. 182.807 (24,6) 14.072 (7,7)

1. 1. 2015. - 31. 12. 2015. 195.251 (26,3) 16.369 (8,4)

1. 1. 2016. — 31. 12. 2016. 197.088 (26,5) 16.016 (8,1)
1.1.2017. - 1. 3. 2017. 34.143 (4,6) -

Ukupno 743.490 (100) 9 (100)

ID - NAT - engl. individual donor - nucleic acid testing, pojedinacni test amplifikacije

nukleinskih kiselina davatelja

DDK - dobrovoljni davatelji krvi
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Tijekom 2013. godine, od ukupno 183.072 testiranja ponovljeno je 583 (0,32 %) reaktivnih
rezultata svih dobrovoljnih davatelja krvi, od kojih je u 80 (14 %) prisutan HBV, kod 80 (14
%) HIV 1/2, kod 180 (30,9 %) HCV, a sifilis kod 243 (41,7 %) ispitanika. Rezultati
seroloskog testiranja za 2014. godinu nisu dostupni, a za 2017. godinu nisu prikazani buduéi
se radi o prekratkom razdoblju promatranja (2 mjeseca). Znacajna je razlika u broju
ponovljenih reaktivnih rezultata u svih DDK prema godinama ()2 test, P < 0,001) (Tablica 5.
2.).

Tablica 5. 2. Raspodjela ponovljenih reaktivnih rezultata u svih dobrovoljnih davatelja krvi

prema godinama i seroloskom testiranju

Broj (%) ponovljenih reaktivnih rezultata

u svih DDK p*
2013. 2015. 2016. Ukupno
HBV 80 (13,7) 100 (18,5) 83 (19,5) 263 (17)
HCV 180 (30,9) 190(35,2) 143(33,6) 513(33,1)
HIV1/2 80(13,7)  103(19,1) 76(17,9) 259 (16,7) ot
Sifilis 243(41,7)  147(27,2) 123(28,9) 513(33,1)
Ukupno 583 (100) 540 (100)  425(100) 1548 (100)

* 42 test, DDK - dobrovoljni davatelji krvi, HBV -hepatitis B virus, HCV - hepatitis C virus,
HIV 1/2 - virus humane deficijencije tip 1/2

U promatranom razdoblju (od 2013. do 2016. g.) bilo je pozitivno 55 (41,7 %) DDK na HBV,
na HCV 35 (26,5 %), pozitivnih je na HIV1/2 su 12 (9,1 %) DDK, a na sifilis je bilo
pozitivno 30 (22,7 %) DDK (Tablica 5. 3.).
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Tablica 5. 3. Raspodjela potvrdno pozitivnih rezultata u svih dobrovoljnih davatelja krvi

prema godinama i seroloskom testiranju

Broj (%) potvrdno pozitivnih rezultata u svih DDK

2013. 2014. 2015. 2016. i
HBV 15 (36,6) 15 (50) 12 (36,4) 13 (46,4)
HCV 14 (34,1) 7(23,3) 7(21,2) 7 (25)
HIV1/2 4(9,8) 1(3,3) 4(12,1) 3(10,7) oo
sifilis 8 (19,5) 7(23,3) 10 (30,3) 5 (17,9)
Ukupno 41 (100) 30 (100) 33 (100) 28 (100)

*Fisherov egzaktni test

DDK - dobrovoljni davatelj krvi, HBV - hepatitis B virus, HCV - hepatitis C virus, HIV 1/2 -

virus humane deficijencije tip 1/2

Kod novih DDK pozitivno je 46 (52,9 %) na HBV, na HCV 28 (32,2 %), pozitivha na HIV1/2
su 3 (3,4 %) novih DDK, a na sifilis je pozitivno 10 (11,5 %) novih DDK (Tablica 5. 4.).

Tablica 5. 4. Raspodjela potvrdno pozitivnih rezultata kod novih dobrovoljnih davatelja krvi

po godinama i seroloskom testiranju

Broj (%) potvrdno pozitivnih rezultata kod novih DDK

p
2013. 2014. 2015. 2016.

HBV 12 (50) 9 (52,9) 12 (44,4) 13 (68,4)

HCV 9 (37,5) 5 (29,4) 9 (33,3) 5 (26,3)

HIV1/2 2 (8,3) 0(0) 1(3,7) 0 oo

Sifilis 1(4,2) 3(17.,6) 5 (18,5) 1(5,3)

Ukupno 24 (100) 17 (100) 27 (100) 19 (100)

*Fisherov egzaktni test

DDK - dobrovoljni davatelj krvi, HBV - hepatitis B virus, HCV- hepatitis C virus, HIV 1/2 -

virus humane deficijencije tip 1/2
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Tijekom 2013. godine znacajno je viSe pozitivnih na HIV 1/2 i sifilis u skupini viSestrukih
DDK, dok su HBV i HCV znacajnije ¢es¢i u skupini novih DDK (Fisherov egzaktni test, P
=0,01). Nema znacajne razlike tijekom 2014. godine u potvrdno pozitivnim nalazima izmedu
viSestrukih ili novih davatelja krvi. U 2015. godini (Fisherov egzaktni test, P = 0,001) i 2016.
godini (Fisherov egzaktni test, P < 0,001), takoder su HIV 1/2 i sifilis znacajnije ¢e$¢i kod
viSestrukih, a HBV i HCV kod novih davatelja krvi (Tablica 5. 5.).

Od 1. ozujka 2013. godine provodi se NAT testiranje svih uzoraka krvi DDK u Republici
Hrvatskoj u HZTM. Uzorci su se putem profesionalne prijevoznicke tvrtke prevozili iz 7

ovlastenih ustanova u HZTM.

Najveci je broj OBI slucajeva otkriven u HZTM $§to je 1 oCekivano obzirom da HZTM
godisnje prikupi oko 100 000 donacija krvi godi$nje. Regionalni transfuzijski centar Osijek
(RTCO) je 1. veljace 2014. zavrSio proces reorganizacije transfuzijske sluzbe u podruc¢ju
poslova prikupljanja, prerade, testiranja, uvanja i distribucije krvi i krvnih pripravaka. Stoga
je RTCO postao druga po veli¢ina banka krvi u RH s prikupljenih oko 30.000 donacija krvi

godisnje.

U razdoblju od 1. ozujka 2013. g. do 1. ozujka 2017.godine u Republici Hrvatskoj
detektirana su 56 OBI u dobrovoljnih davatelja krvi (Slika 5.1.).
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Tablica 5. 5. Raspodjela potvrdno pozitivnih u odnosu na to jesu li viSestruki ili novi

dobrovoljni davatelji krvi i prema seroloskom testiranju u pojedinoj godini.

Broj/ ukupno potvrdno pozitivnih

*

Visestruki DDK Novi DDK Ukupno (%)
2013.
HBV 3/17 12/24 15 (37)
HCV 5/17 9/24 14 (34) 0,01
HIV1/2 2117 2124 4 (10)
Sifilis 7117 1/24 8 (20)
Ukupno 17/17 24124 41 (100)
2014.
HBV 6/13 9/17 15 (50)
HCV 2/13 5/17 7 (23) 0,54
HIV1/2 1/13 0/17 1(4)
Sifilis 4/13 3/17 7 (23)
Ukupno 13/13 17/17 30 (100)
2015.
HBV 0 12/25 12 (36)
HCV 0 7125 7(21) 0,001
HIV1/2 3/8 1/25 4 (12)
Sifilis 5/8 5/25 10 (30)
Ukupno 8/8 25/25 33 (100)
2016.
HBV 0 13/19 13 (46)
HCV 2/9 5/19 7 (25) <0,001
HIV1/2 3/9 0 3(11)
Sifilis 4/9 1/19 5(18)
Ukupno 9/9 19/19 28 (100)

*Fisherov egzaktni test

DDK - dobrovoljni davatelj krvi, HBV - hepatitis B virus, HCV - hepatitis C virus, HIV 1/2 -
virus humane deficijencije tip 1/2
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OBI - engl. occult B infection, okultna hepatitis B virusna infekcija.
Slika 5. 1. Raspodjela okultne hepatitis B virusne infekcije prema godinama

(izradio autor)

Obzirom na ovlastene zdravstvene ustanove, najvise je OBl u HZTM, 33 (59 %), po 8 (14 %)
u Osijeku i Rijeci, 4 u Splitu i 3 u Varazdinu, dok OBI nije otkriven u zdravstvenoj ustanovi
Pule, Dubrovnika i Zadra. Najve¢i su broj OBI DDK bili viSestruki davatelji krvi, njih 52 (93
%) u svim ovlastenim ustanovama. Nema znacajnih razlika u broju OBI prema tome radi li se

o viSestrukim ili novim DDK (Tablica 5. 6.).
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Tablica 5. 6. Raspodjela okultne hepatitis B virusne infekcije prema ovlastenim zdravstvenim

ustanovama

Ovlastena zdravstvena Broj (%) OBI prema broju darivanja krvi

ustanova Visestruki DDK ~ Novi DDK  Ukupno OBI i
HZTM 32 (57) 1/4 33 (59)

Osijek 6 (11) 214 8 (14)

Rijeka 7 (13) 1/4 8 (14) 0,19
Split 4(7) 0 4 (8)

Varazdin 3(5) 0 3 (5)

UKUPNO 52 (100) 414 56 (100)

*Fisherov egzaktni test

HZTM - Hrvatski zavod za transfuzijsku medicinu, OBI - engl. occult B infection, okultna

hepatitis B virusna infekcija, DDK - dobrovoljni davatelji krvi

Muskarci DDK imaju viSe OBI u svim ovlastenim zdravstvenim ustanovama. Od ukupno 9
(16 %) zZena s OBI, najveci je broj u HZTM (4/9) te u Regionalnom transfuzijskom centru
Rijeka. Nema znacajnih razlika u broju OBI prema spolu i zdravstvenoj ustanovi (Tablica 5.

7).
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Tablica 5. 7. Raspodjela okultne hepatitis B virusne infekcije prema spolu i ovlastenoj

zdravstvenoj ustanovi

Ovlastena zdravstvena ustanova  Broj (%) OBI prema spolu

Muskarci Zene Ukupno "
HZTM 29 (62) 4/9 33 (59)
Osijek 7 (15) 1/9 8 (14)
Rijeka 5(11) 3/9 8 (14) 0,36
Split 3(6) 1/9 4 (8)
Varazdin 3 (6) 0 3(5)
UKUPNO 48 (100) 9/9 56 (100)

*Fisherov egzaktni test

HZTM - Hrvatski zavod za transfuzijsku medicinu, OBI - engl. occult B infection, okultna

hepatitis B virusna infekcija.

Od ukupnog je broja OBI dobrovoljnih davatelja krvi, 48 (85 %) slucajeva u dobi starijoj od
50 godina zivota (Tablica 5. 8.).

Tablica 5. 8. Raspodjela slucajeva okultne hepatitis B virusne infekcije prema dobi

dobrovoljnih davatelja krvi

Dob DDK Broj OBI %
18 - 30 1(2)

31-40 2 (3)

41 - 50 5 (9)

51 - 60 31 (55)
61-70 17 (30)
UKUPNO 56 (100)
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DDK - dobrovoljni davatelji krvi, OBI - engl. occult B infection, okultna hepatitis B virusna
infekcija.

U 51 (92 %) slucajeva razina HBV DNK bila je ispod granica detektabilnosti ili vrlo niska
(<20 IU/mL), dok je u samo 4 (7 %) slucaja razina veca od 100 IU/mL u uzorcima (Tablica
5.9).

Tablica 5. 9. Razina deoksiribonukleinske kiseline virusa hepatitisa B u uzorcima Kkrvi

dobrovoljnih davatelja

Razina HBV DNK (IU/mL)  Broj (%) OBI

Nije detektirana 30 (54)
<20 21 (38)
20 - 100 1(2)
>100 4(7)
UKUPNO 56 (100)

HBV DNK - hepatitis B virus deoksiribonukleinska kiselina, OBI - engl. occult hepatitis B

infection, okultna hepatitis B virusna infekcija.

Pozitivan anti - HBc biljeg javlja u 54 (96.4 %) OBI slucajeva dok se u 23 (41 %) slucajeva
javljaju anti - HBS i anti - HBe (Tablica 5. 10.).

Tablica 5. 10. Pojavnost biljega hepatitis B virusne infekcije slucajevima okultne hepatitis B

virusne infekcije

Pozitivan biljeg Broj OBI (%)
Anti - HBc 54 (96)
Anti - HBs 23 (41)
Anti - HBe 23 (41)

HBV - hepatitis B virus, OBI - engl. occult B infection, okultna heptitis B virusna infekcija,
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Anti - HBc - protutijelo na jezgrin antigen hepatitis B virusa, Anti - HBs - protutijelo na
povrsinski antigen hepatitis B virusa, Anti - Hbe - protutijelo na antigen ovojnice hepatitis B

virusa.

Ponovljeno reaktivni prema NAT testiranju uzoraka krvi DDK je podjednak broj u
promatranom razdoblju. NajviSe ih je HBV DNK, a najmanje HIV - 1 RNK, bez znacajnih
razlika prema promatranom razdoblju (Tablica 5.11.).

Tablica 5. 11. Raspodjela ponovljeno reaktivnih rezultata prema testiranju amplifikacije

nukleinskih kiselina uzoraka krvi dobrovoljnih davatelja u Republici Hrvatskoj

Broj (%) ponovljeno reaktivnih

2013. 2014. 2015. 2016. "
HBV DNK 30 (75) 29 (83) 22 (69) 13 (65)
HCV RNK 7 (18) 4 (11) 6 (19) 4 (20) 0,77
HIV - 1RNK 3(7) 2 (6) 4 (13) 3 (15)
Ukupno 40 (100) 35(100) 32 (100) 20 (100)

ponovljeno reaktivni*Fisherov egzatni test

HBV DNK - hepatitis B virus deoksiribonukleinska kiselina, HYC RNK - hepatitis C virus
ribonukleinska kiselina, HIV - 1 RNK - virus humane imunodeficijencije 1 ribonukleinska

kiselina.

Od 2014. do 2016. godine otkrivena su dva sluc¢aja HIV - 1 RNA i jedan slu¢aj HBV DNA
pozitiviteta u ,,prozoru” (engl. window period, vrijeme prozora se odnosi na vrijeme nakon
zaraze, a prije serokonverzije, tijekom kojeg su biljezi infekcije jo§ uvijek odsutni ili

preoskudni da bi ih bilo mogucée otkriti konvencionalnim testovima) (Tablica 5. 12.).
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Tablica 5. 12. Raspodjela ,, window perioda® prema testiranju amplifikacije nukleinskih
kiselina uzoraka krvi dobrovoljnih davatelja u Republici Hrvatskoj.

Broj (%) prema ,, window periodu *

2013. 2014. 2015. 2016.
HBV DNK 0 0 0 1
HCV RNK 0 0 0 0
HIV —1 RNK 0 1 1 0
Ukupno 0 1/1 1/1 11

HBV DNK - hepatitis B virus deoksiribonukleinska kiselina, HCV RNK - hepatitis C virus
ribonukleinska kiselina, HIV - 1 RNK - virus humane imunodeficijencije 1 ribonukleinska

kiselina.

U rezultatima molekularnog testiranja (ID - NAT) u razdoblju od 2013. do 2016. godine

uocava se smanjivanje OBI slu¢ajeva (Tablica 5. 13.).

Tablica 5. 13. Raspodjela okultne hepatitis B virusne infekcije prema godinama i

molekularnom testiranju

Broj (%) prema okultnoj HBV infekciji (OBI)

2013. 2014. 2015. 2016.

HBV DNK 21 19 12 2

OBI - engl. occult B infection, okultna hepatitis B virusna infekcija, HBV DNK - hepatitis B

virus deoksiribonukleinska kiselina.

SavjetovaliSta za krvlju prenosive bolesti dobrovoljnih davatelja krvi postoje u svim
ovlastenim zdravstvenim ustanovama i provodi ga lijecnik specijalist transfuziolog. U KBC
Osijek je voditelj Savjetovalista bio lijecnik specijalist mikrobiolog i ono postoji od 1987. g.,
nakon uvodenja anti - HIV testa DDK.

Dobrovoljni su davatelji krvi kod kojih je otkrivena OBI u savjetovaliStima ispunjavali
upitnik koji je dizajniran za ovo istrazivanje. Svrha je upitnika bila procjena klini¢kih i
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epidemioloSkih znacajki povezanih s dijagnosticiranom okultnom hepatitis B virusnom

infekcijom i u DDK.

U ovlastenim su zdravstvenim ustanovama OBl DDK obavili savjetovanje. U Regionalnim
su transfuzijskim centrima Osijek, Split i Rijeka svi OBI DDK obavili savjetovanje. U HZTM
je samo 22 (52 %) OBI DDK obavilo savjetovanje, dok u Varazdinu niti jedan OBI DDK nije
bio na savjetovanju (Fisherov egzaktni test, P = 0,003) (Tablica 5. 14.).

Tablica 5. 14. Prikaz broja dobrovoljnih davatelja krvi s okultnom hepatitis B virusnom

infekcijom u odnosu na obavljena savjetovanja po ovlastenim zdravstvenim ustanovama

Broj (%) DDK s OBI u odnosu na savjetovanje

Ovlastena zdravstvena
Dolazak Nedolazak p*
ustanova Ukupno
savjetovaliSte savjetovaliSte
HZTM 22 (52) 11/14 33 (59)
Osijek 8 (19) 0 8 (14)
Rijeka 8 (19) 0 8 (14) 0,003
Split 4 (10) 0 4 (7)
Varazdin 0 3/14 3(5)
UKUPNO 42 (100) 14/14 56 (100)

*Fisherov egzaktni test, DDK - dobrovoljni davatelji krvi, OBI - engl. occult B infection,

okultna hepatitis B virusna infekcija.

Najveci je broj OBI DDK, njih 24 (57 %) obavilo dva savjetovanja, dok ih je 5 (12 %)
obavilo tri i viSe (Tablica 5. 15.).
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Tablica 5. 15. Prikaz ukupnog broja obavljenih savjetovanja davatelja krvi s okultnom

hepatitis B virusnom infekcijom u svim ovlastenim zdravstvenim ustanovama

Broj (%)
Broj savjetovanja

OBI DDK
Jedno savjetovanje 13 (31)
Dva savjetovanja 24 (57)
Tri savjetovanja i vise 5(12)
UKUPNO 42 (100)

OBI - engl. occult B infection, okultna hepatitis B virusna infekcija, DDK — dobrovoljni

davatelji krvi.

Osobno je prisustvovalo savjetovanju 25 (60 %) OBI DDK, dok ih je 17 (40 %) savjetovanje
obavilo telefonskim putem.

Najve¢i je broj OBI DDK odgovorio da nisu imali nikakvih simptoma prije otkrivanja same
infekcije u transfuzijskoj sluzbi. Simptome kao Zutica i hepatitis navodi jednaki broj OBI
DDK, njih 7/26. Ostali simptomi su: uroloski problemi, Secerna bolest, problemi s

kralje$Snicom, Zu¢ni kamenci i tremor ruku (Tablica 5. 16.).

Tablica 5. 16. Podatci iz osobne anamneze davatelja krvi s okultnom hepatitis B virusnom

infekcijom u svim ovlaStenim zdravstvenim ustanovama

Broj (%) OBI DDK prema osobnoj anamnezi  Ukupno

Osobna anamneza

da ne
Zutica 7126 19/26 26/26
Hepatitis 7126 19/26 26/26
Malaksalost 0 26/26 26/26
Ostalo 8/26 18/26 26/26

OBI - engl. occult B infection, okultna hepatitis B virusna infekcija, DDK — dobrovoljni
davatelji krvi.

54



Najveci je broj OBI DDK odgovorio da u obitelji nije bilo bolesti ili kontakata s oboljelim
osobama. Svega 4/26 ili 2/26 OBI DDK navodi zuticu ili hepatitis u obiteljskoj anamnezi.

Niti jedan OBI DDK nije primao krv ili krvne pripravke (Tablica 5. 17.).

Tablica 5. 17. Podatci iz obiteljske anamneze davatelja krvi s okultnom hepatitis B virusnom

infekcijom u svim ovlaStenim zdravstvenim ustanovama (n = 26).

Broj (%) OBI DDK prema osobnoj anamnezi ~ Ukupno
Osobna anamneza

da ne
Zutica 4/26 22/26 26/26
Hepatitis 2/26 24/26 26/26
Malaksalost 2126 24/26 26/26
Ostalo 0 26/26 26/26

OBI - engl. occult B infection, okultna hepatitis B virusna infekcija, DDK — dobrovoljni

davatelji krvi.

Medicinskim intervencijama je bilo podvrgnuto 4/26 OBI DDK, dok je nesto drugo (piercing,
tetovaza, akupunktura) prisutno u 2 od 26 OBI DDK (Tablica 5. 18.).
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Tablica 5. 18. Izlozenost davatelja krvi s okultnom hepatitis B virusnom infekcijom
operativnim  zahvatima i drugim medicinskim intervencijama u svim ovlaStenim

zdravstvenim ustanovama

Broj (%) OBl DDK prema osobnoj anamnezi

Vrsta zahvata Ukupno
da ne

Operativni zahvat 19/26 7/26 26/26
Medicinske intervencije 4/26 22/26 26/26
Gastroskopija 2

Kolonoskopija 1

Dijagnosticka laparoskopija 1

Drugo 2126 24/26 26/26
Gastroskopija 0

Kolonoskopija 1

Dijagnosticka laparoskopija 1

OBI - engl. occult B infection, okultna hepatitis B virusna infekcija, DDK — dobrovoljni
davatelji krvi.

Operativnim je zahvatima bilo podvrgnuto 19/26 OBI DDK. Od operativnih zahvata
najucestalije su bile operacije koljena (5/29), ruke (4/29) i hernije (3/29), dok su ostali zahvati

u manjem broju (Tablica 5. 19.).
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Tablica 5. 19. Vrste operativnih zahvata davatelja krvi s okultnom hepatitis B virusnom

infekcijom u svim ovlastenim zdravstvenim ustanovama

Vrsta operativnog zahvata Broj/ ukupno OBl DDK

Crvuljak 2/29
Zuéni kamenci 1/29
Ginekoloski polipi 1/29
Cista bubrega 1/29
Krajnici 2/29
Koljeno 5/29
Polipi kolona 1/29
Ruka 4129
Hernije 3/29
Madezi 2/29
Cirkumcizija 1/29
Kralje$nica 2/29
Testis 1/29
Carski rez 1/29
Stomatoloski zahvati 2/29
UKUPNO 29/29

Jedan je OBI DDK imao pet operativnih zahvata (ruka, usnica, kraljeSnica, Saka i peta), dok
su dva OBI DDK imala operativne zahvate i medicinske intervencije: polipi kolona -
kolonoskopija. DDK s pet operativnih zahvata je imao gastroskopiju i kolonoskopiju.
Navedeni je DDK s pet operativnih zahvata imao i akupunkturu te obiteljski kontakt s HBV
(Tablica 5. 20.).
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Tablica 5. 20. Broj operativnih zahvata po davatelju krvi s okulthom hepatitis B virusnom

infekcijom u svim ovlaStenim zdravstvenim ustanovama

Operativni zahvat Broj / ukupno
OBI DDK

Jedan 8/19

Dva 2/19

Tri i vise 9/19

UKUPNO 19/19

OBI - engl. occult B infection, okultna hepatitis B virusna infekcija, DDK - dobrovoljni

davatelji krvi.

Od 4 OBI DDK koji su imali kuéne kontakte s HBV pozitivnim osobama, 3 / 4 osoba je imalo

kontakte sa supruznicima. Zajednicki higijenski pribor (britvice, Cetkice za zube) koristila su

2 OBl DDK (Tablica 5. 21.).

Tablica 5. 21. Broj davatelja krvi s okulthom hepatitis B virusnom infekcijom koji su imali

kuéne kontakte s virusom hepatitis B pozitivnim osobama u svim ovlastenim zdravstvenim

ustanovama
Ku¢ni kontakt Broj/ ukupno OBI DDK
supruznik 3/4
rodak 1/4
UKUPNO 4/4

OBI - engl. occult B infection, okultna hepatitis B virusna infekcija, DDK — dobrovoljni

davatelji krvi.
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Najveci je broj OBI DDK u bracnoj zajednici (24 / 26), a niti jedan OBI DDK nema saznanja
0 zdravstvenom stanju ranijih spolnih partnera (Tablica 5. 22.).

Tablica 5. 22. Podatci o spolnim kontaktima davatelja krvi s okultnom hepatitis B virusnom

infekcijom u svim ovlastenim zdravstvenim ustanovama (n =26)

Broj / ukupno
Spolni kontakti

OBI DDK
Brak 24126
Izvan braka 2126
Jedan partner u braku 23126
Vise partnera u braku 3/26
Vise partnera prije braka 3/26
Poznato zdravstveno stanje kontakata 0
Nepoznato zdravstveno stanje kontakata 26 /26

OBI - engl. occult B infection, okultna hepatitis B virusna infekcija, DDK — dobrovoljni

davatelji krvi.

Osim jednog OBI DDK, zdravstveno je stanje 25 / 26 OBl DDK na temelju anamneze i
klinickog statusa smatrano zadovoljavaju¢im od strane lije¢nika u savjetovaliStima. Svi su
OBI DDK upuceni lijecnicima obiteljske medicine uz prijedloge daljnje obrade prema
specijalistu gastroenterologu. Samo su dva davatelja navela u anamnezi da su imali poviSene
jetrene enzime na sistematskim pregledima prije viSe od pet godina (nisu imali medicinsku
dokumentaciju), a jedan je OBI DDK prilozio na drugom savjetovanju uredan nalaz

ultrazvuka trbuha (Tablica 5. 23.).
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Tablica 5. 23. Ocjena zdravstvenog stanja davatelja krvi s okultnom hepatitis B virusnom

infekcijom na savjetovanju u svim ovlastenim zdravstvenim ustanovama.

Broj / ukupno OBI DDK prema
Savjetovanje zdravstvenom stanju
Zdrav Bolestan
Prvo 25 1
Drugo 26 26
Upucen obiteljskom lijecniku 26 -

OBI - engl. occult B infection, okultna hepatitis B virusna infekcija, DDK — dobrovoljni

davatelji krvi.

Svi su OBI DDK, njih 56, prijavljeni nadleznim epidemioloSkim sluzbama u skladu sa

zakonskim propisima. Niti jedan OBI DDK nije registriran u bolnickom informatickom

sustavu KBC Osijek kao pacijent. Za OBI DDK iz drugih ovlaStenih ustanova podatci nisu

poznati.

Look - back postupci nisu pokrenuti u slu¢ajevima kada nije bilo arhivskih uzoraka (1 slucaj

kada je razmak izmedu davanja krvi bio 42 mjeseca) ili u slucajevima kada su arhivski uzorci

bili negativni (Tablica 5. 24.).

60



Tablica 5. 24. Podatci o postupanjima transfuzijske sluzbe Republike Hrvatske u slu¢ajevima

detektirane okultne hepatitis B virusne infekcije u dobrovoljnih davatelja krvi

Podatak Broj
Pokrenut look - back postupak 25
Pokrenut trace - back postupak 0
Arhivski uzorci 182
Proizvedeno krvnih pripravaka 128
Primijenjeno krvnih pripravaka 93
Primatelj 74
Testiranih primatelja 44
Negativni (seroloska + molekularna testiranja) 26
Pozitivni anti -HBc, anti -HBs, anti - HBe 16
Pozitivni HBV DNK 1
Seroloski pozitivni prije transfundiranja 1
Odbilo testiranje 1
Umrlo primatelja 29

anti - HBc - protutijelo na jezgrin antigen hepatitis B virusa, anti - HBs - protutijelo na
povrsinski antigen hepatitis B virusa, anti - HBe - protutijelo na antigen ovojnice hepatitis B

virusa, HBV DNK - deoksiribonukleinska kiselina hepatitis B virusa,

look back postupak - na¢in postupanja kada se ustanovi da se viSestruki davatelj krvi zarazio
uzro¢nikom koji se prenosi krvlju, zbog Cega je mogao zarazu prenijeti na primatelje

pripravaka priredenih iz zadnje doze krvi za koju je testiranjem dobiven negativan rezultat,

trace back postupak - nacin postupanja kada transfuzijska ustanova zaprimi obavijest o
postojanju objektivne sumnje da se bolesnik zarazio putem transfuzije krvi i krvnih

pripravaka.
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U razdoblju od 1. 5. do 31. 12. 2013. godine do kraja 2016. godine zabiljeZeno je 8 slucajeva
OBI i to jedan u Osjecko - baranjskoj Zupaniji i 7 u ostale Cetiri Zupanije (Vukovarsko-
srijemska, PozeSko - slavonska, Brodsko - posavska i Viroviticko - podravska zupanija).
Samo je tijekom zadnjih Sest mjeseci 2013. godine znacajno vise OBI u ostale Cetiri Zupanije,
negoli u Osjecko - baranjskoj zupaniji, dok tijekom 2014. do 2016. godine nema znacajnih

razlika u broju OBI (Tablica 5. 25.).
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Tablica 5. 25. Raspodjela trajno odgodenih dobrovoljnih davatelja krvi prema broju davanja

krvi u Klinickom zavodu za transfuzijsku medicinu KBC Osijek i ostale 4 Zupanije u

razdoblju od 2013. do 2016. godine.

Broj (%) DDK testiranih u

Osjecko- -
baranjska Ostale zupanije Ukupno
Zupanija
2013. godina (od 1.5 do 31.12)
OBI pozitivan 0 4(0,1) 4 (0,04) 0.02
OBI negativan 5922 (100) 3173 (99,9) 9095 (99,96)
Ukupno DDK testiranih 5922 (100) 3177 (100) 9099 (100)
2014. godina
OBI pozitivan 1(0,01) 1(0,02) 2 (0,01) >0.99
OBI negativan 7462 (99,99) 6183 (99,98) 13645 (99,99)
Ukupno DDK testiranih 7463 (100) 6184 (100) 13647 (100)
2015. godina
OBI pozitivan 0 2 (0,03) 2 (0,01)
OBI negativan 8728 (100) 6118 (99,97) 14846 (99,99)
Ukupno DDK testiranih 8728 (100) 6120 (100) 14848 (100)
2016. godina
OBI pozitivan 0 0 0
OBI negativan 8137 (100) 6182 (100) 14319 (100) -
Ukupno DDK testiranih 8137 (100) 6182 (100) 14319 (100)

*Fisherov egzaktni test; DDK - dobrovoljni davatelja krvi; OBI - okultna hepatitis B virusna

infekcija, Vukovarsko - srijemska, PoZzesko - slavonska, Brodsko - posavska i Viroviti¢ko -

podravska Zupanija
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6. RASPRAVA

U nasem je istrazivanju utvrdeno da su u razdoblju od 1. 3. 2013. g. - 1. 3. 2017. g. HZTM i
ovlastene zdravstvene ustanove u RH izvrSile 743 490 seroloSkih testiranja uzoraka krvi

dobrovoljnih davatelja na HBV, HCV, HIV Y i sifilis.

U razdoblju od 1. 3. 2013. g. - 1. 3. 2017. g. HZTM izvrsio je 743 490 ID - NAT (HBV,
HCV, HIV) testiranja uzoraka krvi DDK.

Rezultati su se seroloSkog i molekularnog testiranja povezivali uz davatelja krvi 1 doniranu

dozu putem e — Delphyn nacionalnog informatickog sustava transfuzijske sluzbe RH.

Ukupan je broj testiranih uzoraka krvi DDK na biljege krvlju prenosivih bolesti u RH u
razdoblju 2013. — 2017. stabilan i krece se u rasponu 183 072 do 197 294 uzoraka krvi.
Postoji blaga tendencija rasta broja prikupljenih donacija u promatranom razdoblju kojom RH

osigurava samodostatnost u opskrbi zdravstva krvi i krvnim pripravcima.

Prikupljena krv dobrovoljnih davatelja predstavlja nacionalno blago RH. Broj DDK u
promatranom razdoblju iznosio je u 2013. godini 84 051, u 2014. g. 90 978, u 2015. g. 95
958 i u 2016. g. 96 836. Broj DDK u RH mogao je biti sa sigurno$¢u utvrden tek

uvodenjem nacionalnog informati¢kog sustava e - Delphyn.

Ukupan broj testiranih uzoraka krvi novih DDK na biljege krvlju prenosivih bolesti u RH
takoder je stabilan i kre¢e se u rasponu od 14 072 do 16 369 uzoraka. U 2013. g. je broj je
novih DDK iznosio 7,69%, u 2014. g. 7,65%., u 2015. g. 8,37%, a u 2016. g. 8,11%.

Broj je novih davatelja dostatan za obnavljanje poola davatelja i pokazuje tendenciju blagog

rasta.

Znacajna se razlika u broju ponovljenih reaktivnih rezultata kod svih DDK prema godinama
moze protumaciti primjenom EIA testova nove generacije s manjim brojem lazno pozitivnih

rezultata zbog boljih osobina testova (osjetljivost i specifi¢nost).

Ucestalost potvrdeno pozitivnih biljega krvlju prenosivih bolesti u populaciju DDK RH
podjednaka je u promatranom razdoblju i op¢enito niska u odnosu na druge zemlje. Hrvatska
je zemlja s 4,3 milijuna stanovnika i prikupljenih oko 190 000 donacija krvi godisnje. Pripada

zemljama s niskom prevalencijom HBV, HCV i HIV - 1 u op¢oj populaciji kao i populaciji
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DDK. Prevalencija HBV potvrdeno pozitivnih DDK krece se za 2013. g. 0,008%, 2014. g.
0,008%, 2015. g 0,006% i 2017. g. 0,007% (42).

U svijetu se razlikuju zone visoke prevalencije kroni¢nih nositelja (8 - 15%) kao $to su
Azija, subsaharska Afrika, Juzna i Srednja Amerika (45% svjetske populacije), zone
srednje prevalencije (2 - 7%) kao $to su Hrvatska, neki dijelovi Rusije, grani¢na
euroazijska i azijsko-africka podruc¢ja (43% svjetske  populacije) 1 zone niske
prevalencije ( 0,5 — 1,5 %) kao $to su Poljska, Ceska, Slovacka, Belgija, Italija, Njemacka te
ispod 0.5 % kao §to su Nizozemska, Madarska, Slovenija, Norveska, itd. Estonija se smatra

visoko endemi¢nom zemljom jer ima visoku incidenciju sluc¢ajeva (33 / 100 000) (11).

Rezervoar virusa hepatitisa B su ljudi. Incidencija je akutnog hepatitisa B u Hrvatskoj, prema
obveznim prijavama zaraznih bolesti, od 1980. - 2004. godine iznosila 200 - 250
novootkrivenih slucajeva godiSnje. Biljezi se tendencija pada, tako je unazad nekoliko godina
oko 100 novootkrivenih slu€ajeva godiSnje. Najveci je pad incidencije uocen u adolescenata i
mladih odraslih osoba. Sli¢an trend pokazuje kretanje incidencije novootkrivenin HBsAg

pozitivnih osoba - asimptomatskih vironosa i kroni¢no oboljelih (43).

Na 26. simpoziju u organizaciji International plasma and fractination association (IPFA)
koji je odrzan u Krakowu u svibnju 2019. g., revidirana je definicija okultnog hepatitisa B
(OBI): prisutnost HBV DNK sa sposobno$c¢u replikacije u jetri i / ili HBV DNK u krvi bez

HBsAg utvrdenog postoje¢im testovima uz ili bez anti - HBc i anti - HBs protutijela.

Najnovije referencije iz 2019. g. (Spreaficol, Testoni i Inoue) isticu zna¢enje HBcr Ag (engl.
hepatitis B core - related antigen) u okultnom hepatitisu B u populaciji davatelja krvi (44,
45). Virusna je kovalentno zatvorena kruzna DNK (cccDNK) odgovorna za infekciju u
hepatocitima. HBV se ne moze lako eliminirati iz jetre bududi se ispruzena kruzna DNK
neprestano konvertira u zatvorenu kruznu DNK (cccDNK) u stani¢noj jezgri (44, 45). Buduc¢i
da u nasem istrazivanju niti jedan OBI DDK nije registriran u bolnickim informati¢kim

sustavima, namece se vjerojatno potreba intenzivnije hepatoloSke obrade ovakvih davatelja.

HBcrAg se sastoji od tri proteina kodirana precore / core regijom, ukljucuju¢i HBeAg,
HBCcAg i 22 - kDa precore protein (p22cr). Seroloska testiranja HBeAg, p22cr i HBcAg, sva
tri ova biljega mozemo smatrati kao HBcrAg. HBcrAg moze potaknuti domacinov stanic¢ni
imuni odgovor budu¢i su HBcAg i HBeAg cilj djelovanja citotoksi¢nih T stanica.

65



Kvantifikacija HBcrAg u serumu korelira s koli¢inom i aktivnosti cccDNK te moze biti
upotrijebljena za pracenje progresije bolesti (44). Buduc¢i se uzorci naSih ispitanika cuvaju
prema zakonskim odredbama bit ¢e moguce podvrgnuti ih testiranju ovom metodom Sto

otvara mogucénost nadgradnje samog istrazivanja.

Biopsija jetre najbolja je tehnika za kvantifikaciju intrahepatalne cccDNK i HBV DNK.
Najvece je ogranicenje ove tehnike, koja se dugo smatrala zlatnim standardom u odredivanju
stupnja fibroze jetre, invazivnost same metode. lako su svi naS$i ispitanici bili upuceni
spacijalisti gastroenterologu vjerojatno je upravo invazivnost same metode jedan od glavnih

razloga zasto OBI DDK nisu bili podvrgnuti intenzivnijoj hepatoloskoj obradi.

Odnedavno je u primjeni jednostavna, neinvazivna tehnika tranzitorne elastografije (Fibro
Scan®) za procjenu stupnja jetrenog oSteCenja (engl. scarring) (46, 47, 48, 49). U SAD je

odobren 2013. g., desetljece nakon §to se poceo primjenjivati u Europi.

Tvrdoce jetre evaluira se mjerenjem brzine vibracijskih valova generiranih na kozi niske
frekvencije (50 Hz) koji se prenose kroz jetreno tkivo. Mjerenje jetrene tvrdoce izrazava se u
kPa koji koreliraju sa stupnjem jetrene fibroze. Indikacije su: kroni¢ni hepatitis (B 1 C),
kroni¢na alkoholna bolest jetre i masna jetra. Potrebno je uzeti u obzir u interpretaciji
rezultata postoji li inflamacija jetre (aktivni hepatitis), kolestaza (bilijarna obstrukcija),
tumor ili kongestija jetre. Pacijenti s dijagnozom debljine (BMI > 30 - 35 kg / m?), starije
zivotne dobi, ascitesom i1 metabolickim sindromom (dijabetes tipa 2, hipertenzija, itd.) nisu
pogodni za primjenu ove metode (46, 49). Niti jedan OBI DDK u nasem istrazivanju nije bio
podvrgnut ovoj metodi pregleda prema uvidu u bolnicke informaticke sustave, vjerojatno

zbog ranije navedenih isklju¢nih kriterija.

Temelj dijagnoze sindroma akutnog virusnog hepatitisa su poviSene serumske amino-
transferaze (20 do 100 puta), obicno ALT > AST. Aminotransferaze su dobar pokazatelj

aktivnosti bolesti, a bilirubin i protrombinsko vrijeme tezine bolesti.

Uvidom u bolnicke informaticke sustave ovlastenih zdravstvenih ustanova za prikupljanje
krvi, niti za jednog davatelja sa OBIl-om nije u sustavu pronaden podatak da mu je radena
biokemijska analiza krvi. To se moze protumaciti ¢injenicom kako su se svi OBl DDK Kkoji su
prosli savjetovaliSta subjektivno dobro osjecali kao 1 da je procjena lijecnika koji je radio
savjetovanje u svim slucajevima bila da su osobe zdrave. Najveci je broj OBI DDK obavio
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dva savjetovanja (57,14%). Nasi se podatci podudaraju s novim spoznajama o tome da OBI

ne izaziva klini¢ke manifestacije u imunokompetentnih osoba (42).

Za etioloSku dijagnozu hepatitisa dokazujemo antigene HBV (HBsAg i HBeAg), protutijela
(anti - HBs, anti - HBc IgM, anti - HBc IgG i anti HBe) te genski materijal virusa (HBV
DNK). Za dijagnozu HBV zaraze nije vazno samo dokazivanje biljega zaraze nego i dinamika

njihovog pojavljivanja i nestajanja (13).

U transfuzijskoj su se sluzbi RH unazad jednog desetljeca dogodili izuzetno vazni dogadaji
koji su znatno pridonijeli kvaliteti i sigurnosti transfuzijskog lijeGenja: reorganizacija
transfuzijske sluzbe, implementacija nacionalnog informatickog sustava e - Delphyn i

uvodenje NAT testiranja.

Uzimajuéi u obzir sve HBV DNK pozitivne DDK u Hrvatskoj, rizik je potencijalno infektivne
donacije znatno visi za HBV nego za HIV 1 HCV (17). U usporedbi sa zemljama u okruzenju,
Hrvatska ima visi NAT ,,yield* ( engl. yield, koli¢ina za HBV (91,7 na milijun donacija), 1,8
na milijun donacija za HIV i znacajno nizi HCV NAT ,yield” (0,00 na milijun donacija).
Italija je prijavila ucestalost NAT pojavnosti za HBV (57.8 na milijun donacija), HCV (2,5 na
milijun donacija) i HIV - 1 (1,8 na milijun donacija). Slovenija je prijavila slicne rezultate za
HBV (63,3 na milijun donacija), HCV (4.27 na milijun donacija) i HIV -1 (0,0 na milijun
donacija) (50). Zemlje su s niskom HBV prevalencijom kao Njemacka, Svicarska, Novi
Zeland, SAD, Kanada prijavile HBV NAT vyield do 1 : 730 000, dok su zemlje srednje
prevalencije (Poljska i mediteranske zemlje) prijavile do 1 : 51 987. HBV NAT incidencija je
od 1 na 10 900 donacija u Hrvatskoj usporediva s rezultatima iz Slovenije (1 : 15 600
donacija). Ostale zemlje u okruZenju (Bosna i Hercegovina, Srbija, Crna Gora, Sjeverna

Makedonija) nisu uvele NAT testiranje donacija krvi (17).

Glavna je dobrobit uvodenja NAT testiranja donacija krvi zaustavljanje prijenosa u ,,window
periodu ‘1 identifikacija OBI statusa DDK S§to je od velikog znacaja za banke krvi u smislu
znacajno vecée osjetljivosti u detekciji krvlju prenosivih bolesti. Jedna je od dobrobiti
uvodenja NAT testiranja donacija krvi smanjivanje broja lazno pozitivnih seroloskih rezultata
Sto je od velikog znacenja u savjetovanju davatelja krvi. Hrvatska se odlucila za individualno
testiranje donacija krvi u odnosu na mini pulove (engl. minipool NAT, MP NAT) koji mogu

varirati u broju uzoraka (od 96 do 16, 8 ili 6 uzoraka). ID - HBV NAT je otkrio znacajno vise
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DNK pozitivnih, HBsSAg negativnih donacija nego MP NAT (51). Primjenom ID -HBV

NAT “ window period* skraéen je s 38 dana u seroloSkim testiranjima na 15 dana.

Objavljena su izvjeS€a o najmanje Sest istrazivanja do 2016. g. koje su usporedivale
osjetljivost dva komercijalna tripleks NAT testa (ID i minipul od Sest donacija) za detekciju
HBV, head to head studije (52). Heim je 2016. g. u retrospektivnoj studiji u Njemackoj na
uzorcima 21 181 davatelja krvi, 984 uzorka donora tkiva, 293 donora hematopoetskih
mati¢nih stanica i 4 donora organa zakljucio da je ID - NAT test za detekciju HBV, HCV i
HIV - 1, HIV - 2 brz, specifi¢an i robustan test (53). Primjena MP - NAT za HBV ograni¢ava
detekciju OBI DDK (54).

U promatranom se razdoblju broj OBI sluc¢ajeva u DDK otkrivenih u transfuzijskoj sluzbi RH
neprestano smanjivao $to je i bilo za ocekivati: 2013. g. je otkriven 21 DDK, 2014. g. je
otkriveno 19 DDK, 2015. g. je otkriveno 15 slucajeva DDK, a prijelomna je 2016. g. kada je
otkriveno 2 slucaja u cijeloj godini dok je za prva dva mjeseca 2017. g. otkriven jedan slucaj.
Ovakvi su rezultati bili o¢ekivani buduc¢i su OBI DDK trajno odbijeni te ¢e se vjerojatno trend

smanjivanja OBI nastaviti.

HBV NAT testiranje do 2012. g. implementirano je u 30 zemalja, a prevalencija je OBI
DDK iznosila 8.55 na milijun donacija. Treba napomenuti da se HBV replicira sporije nego
HIV i HCV 1 to je jedan od razloga zasto su mini pulovi slabije uc¢inkoviti u detekciji HBV u
odnosu na HIV 1 HCV (14). U SAD je izracunati rezidualni rizik prijenosa virusa hepatitisa B
putem transfuzija krvi ve¢i nego za HIV 1 HCV. Op¢enito se to prije svega moze pripisati
duzini HBsAg negativnog window perioda za HBV budu¢i se incidencija znacajno ne
razlikuje za sva tri virusa (54). Ocekuje se daljnje smanjivanje incidencije HBV - a u SAD
zbog provodenja cijepljenja i HBV - DNK testiranja kojim ¢e se smanjiti window period i
rezidualni rizik (54). U Hrvatskoj je, zahvaljujuéi centraliziranom NAT testiranju od 2013. g.
te standardiziranom testiranju i kvaliteti u proizvodnji krvnih pripravaka, rizik transfundiranja

doze s HBV 91.67 na milijun donacija. Za HIV - 1 je taj podatak 2 na milijun donacija (17).

U naSem istrazivanju nije bilo razlika u broju otkrivenih OBI prema spolu, broju davanja krvi
i zdravstvenoj ustanovi. Najveéi je broj OBI DDK (85 %) bio u dobi starijoj od 50 godina
Zivota $to se podudara s istrazivanjem HZTM (Safi¢, 2017. g.).
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U naSem je istrazivanju u 92 % sluc¢ajeva OBI DDK razina HBV - DNK bila ispod granica
detektabilnosti ili vrlo niska (< 20 IU / mL) §to se podudara s podatcima iz literature (17, 55,
56). Zlatni je standard za dijagnozu OBI test HBV - DNK u uzorku svjezeg jetrenog tkiva u
kojem je od izuzetne vaznosti vrijeme kao kriticni ¢imbenik od trenutka biopsije do
zamrzavanja (manje od tri minute) (32). Osobitost je OBI prisutnost vrlo niskih razina
virusnog genoma, u NAT esejima 32 - 62 kopije / mL ili 5,10 IU / mL. Veéina komercijalno
dostupnih testova moze detektirati razinu 10% kopija po mL iz ¢ega se moze zakljuditi da
veliki broj slu¢ajeva OBI ostaje nedijagnosticiran. Zeljena je donja granica detekcije (engl.
lower limit of detection, LLOD) za HBV - DNK standardizirana od Svjetske zdravstvene
organizacije > 5 IU / mL ili priblizno 30 kopija /mL. U pravom je OBI razina DNK ispod 200
IU / Ml i vazno je ukazati na mogucu intermitentnu detekciju HBV - DNK zbog niske razine
viremije (32, 57).

U nasem je istrazivanju 96 % OBI DDK imalo pozitivan anti - HBc biljeg, 41 % anti - HBs i

41 % anti - HBe. Nasi se podatci podudaraju s podatcima iz literature za hrvatsku populaciju
7).

U nasem je istrazivanju prikazana uloga anti - HBc testiranja kao dodatnog biljega na HBV i
njegov utjecaj na pojavnost OBI u populaciji u kojoj je koriSten. Na osnovu navedenih
podataka, nema statistiCke razlike u populaciji davatelja u kojima je testiran anti - HBc u
odnosu na ostalu populaciju DDK u RH (prema podatcima Hrvatskog zavoda za transfuzijsku

medicinu).

U 2006. godini odbijeno je 155 visestrukih dobrovoljnih davatelja krvi u KBC Osijek (3 %
davatelja krvi iz poola dobrovoljnih davatelja krvi) §to ¢ini znatno veéi broj mogucih
prijenosa HBV-a iz razloga visestrukih davanja krvi tijekom godine dana (3 - 4 po davatelju
krvi) 1 proizvodnje veceg broja krvnih pripravaka (koncentrati eritrocita, koncentrati

trombocita, svjeza smrznuta plazma, krioprecipitat).

Broj je trajno odgodenih dobrovoljnih davatelja krvi 2006. godine povecan (161) u odnosu na
2005. i 2007. godinu. Gubitak broja dobrovoljnih davatelja krvi nakon probira na anti-HBc u
Klini¢kom zavodu za transfuzijsku medicinu KBC Osijek bio je velik iako nije znacajnije
utjecao na ukupnu opskrbu krvnim pripravcima. Vazno je napomenuti da su dobrovoljni

davatelji krvi s podrucja Osjecko - baranjske Zupanije 2006. godine probrani na anti-HBc, dok
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dobrovoljni davatelji krvi s podrucja ostalih Cetiriju Zupanija Cije je probirno serolosko
testiranje preuzeo Klinicki zavod za transfuzijsku medicinu KBC Osijek 2011. - 2014.
godine, nisu bili testirani na anti - HBc. Iz rezultata testiranja ID — NAT - om vidljivo je
kako je svih 7 visestrukih dobrovoljnih davatelja krvi kod kojih je otkrivena okultna hepatitis
B virusna infekcije pripadalo tim Zupanijama osim jednog novog dobrovoljnog davatelja krvi

s podrucja Osjecko - baranjske zupanije koji je prvi puta dao krv.

Primjena je anti - HBc testa, otkako je uveden kasnih 80 - ih godina proSlog stolje¢a kao
surogatni biljeg za non - A non - B hepatitis, u screeningu davatelja krvi jo§ uvijek
kontroverzna. Anti - HBc moze biti jedini seroloski biljeg kraja HBV zaraze kada pada anti -
HBs na nedetektabilnu razinu ili u okultnoj hepatitis B virusnoj infekciji (OBI) kada je
HBsAg nedetektabilan i HBV DNK jedino intermitentno detektabilna. Biljezi se porast broja
HBV transmisija od anti - HBc reaktivnih davatelja krvi koji su HBsAg i HBV - ID NAT

Okultna je hepatitis B virusna infekcija uklju¢ena u mnoga klinicka stanja:

Infekcija moze biti preneSena (putem transfuzija krvi 1 transplantacije organa, uglavnom jetre)
uzrokujuéi tipi¢ni hepatitis B u novoinficiranih osoba;

Imunosupresivni status (npr. imunosupresivna terapija) moze potaknuti reaktivaciju OBI - ja
I razvoj akutnog, a ponekad i fulminantnog hepatitisa;

Postoji veliki broj dokaza da OBI moze doprinijeti progresiji kroni¢ne bolesti jetre u cirozu,
osobito u HCV zarazenih bolesnika;

Postoje dokazi da je OBI ukljucen u pojavu hepatocelularnog karcinoma.

Okultna hepatitis B virusna infekcija se prezentira kao sloZzen scenarij s razli¢itim viroloSkim
i imunoloskim profilima. Razlikuje se seropozitivan OBI (anti - HBc i / ili anti - HBs

pozitivan) i seronegativan OBI (anti - HBc i anti - HBs negativan OBI) (12).
OBI moze biti ukljucen u prijenos HBV putem transfuzija krvi na dva nacina:

Davatelj je krvi zarazen divljim tipom HBV koji je suprimiran u svojoj replikativnoj
aktivnosti (tipi¢ni OBI nositelj). Kroni¢na okultna infekcija ¢esto pokazuje faze niske razine

viremije s izmjenjuju¢im razdobljima odsustva ili nedetektabilnosti HBV DNK u serumu.
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Znacajno je napomenuti da je nepoznato koje su kolicine HBV DNK u Krvi davatelja
dovoljno da izazovu tipi¢ni akutni hepatitis B u primatelja. Davatelj je zarazen S - escape
mutiranim HBV koji je sposoban replicirati se, ali sintetizira mutirani HBs Ag koji se ne
detektira rutinskim dijagnostickim testovima. Ovo je najucestalije stanje povezano s
rezidualnim slucajevima hepatitis B uslijed transfuzija krvi (33). Prema istrazivanju Miletic,
2019.g. rezultati pokazuju da je najveci izraCunati ostatni rizik za prijenos HBV infekcije
zaostalim zarazenim donacijama krvi DDK - a u Hrvatskoj, unato¢ svim negativnim
rezultatima obveznog testiranja (prema matematickom modelu iz preporuka Europske
medicinske agencije iz 2016. g.) bio 2013. g kada je iznosio 88 donacija na milijun donacija,
2017. g. je iznosio 12, a 2018. g. 3 donacije na milijun donacija. Upravo ovo razdoblje
pokriva i naSe istraZivanje.

U Italiji 2013. g. nije dana preporuka anti - HBc testiranja u rutinskoj praksi zbog relativno
visoke prevalencije u odsutnosti drugih seroloskih biljega zaraze (HBsAg i/ ili HBV DNK).

Broj je odbijenih davatelja iz ovog razloga bio prevelik i neprihvatljiv gubitak (59).

Anti - HBc test uveden je u rutinski screening davatelja krvi sredinom 1980. - tih godina u
HBV neendemi¢nim zemljama kao Sto je SAD. Japan je 1989. g uveo anti - HBc test
davatelja krvi s modificiranim algoritmom u kojem su anti - HBc reaktivni s titrom < 1:32 ili
> 32 s anti - HBs > 200 mIU/ mL bili prihvaéeni za transfuzijsku primjenu. Prevalencija je
anti - HBc povezana s regionalnom HB prevalencijom (SAD 0.23%, Velika Britanija 0,56%,
Njemacka 1,88 %, Italija 4,85 %, Indija 10,82 %, Greka 14,9 %, itd.) (58,60).

Prema podatcima Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo krajem devedesetih godina proslog
stoljeca prevalencija HBs Ag nosilastva kod novih davatelja iznosila je 0.4 %, a u zadnjih
nekoliko godina 0.1 %. Na temelju podataka o seroprevalenciji HBsAg u razli¢itim
podskupinama stanovniStva, procjenjuje se da je u Hrvatskoj oko 20 000 - 30 000 stanovnika

kroni¢no zarazeno virusom hepatitisa B (12).

Infekcija hepatitis B virusom jedna je od najkompliciranijih infektivnih bolesti u svijetu i
ubraja se u najCesée perzistirajuée infekcije. Procjenjuje se da trecina svjetske populacije
tijekom zivota dode u kontakt s ovim virusom, a 350 - 400 milijuna ljudi ima perzistirajucu
zarazu HBV-om. Ispitivanja su pokazala da postoji genska sklonost za razvoj kroni¢nog
hepatitisa (33). Sigurnost transfuzijskog lijeCenja znaCajno je povecana anamnestickim
isklju¢uju¢im kriterijima u populaciji davatelja krvi, poboljSanom osjetljivos¢u screening
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testova, poboljSanjima u proizvodnji i kontroli krvnih pripravaka i uvodenju NAT testiranja u
rutinski screening program. lako je incidencija HBV zaraze transfuzijama krvi znacajno
smanjena unazad Cetiri desetljeca, postoje dokazi da je moguca transmisija putem krvnih
pripravaka koji su u seroloskom testiranju HBsAg negativni. HBV ostaje najcesc¢a virusna
infekcija koja se prenosi transfuzijama krvi (13). Dok je perinatalna transmisija HBV - a
najcesca u endemi¢nim podrucjima kao Sto su Daleki Istok i Kina, HBV infekcija je nacesce
prijavljena virusna infekcija koja se prenosi putem krvi danas u Ujedinjenom Kraljevstvu.
Prema godisnjem je SHOT izvjestaju iz 2012. g. (engl. Serious Hazards of Transfusion,
Vazne Opasnosti od Transfuzije) prijavljeno u razdoblju 1996. - 2012. g 11 HBV incidenata s
13 primatelja u odnosu 2 /2 HCV incidenta te 2 / 4 HIV incidenta (61).

Krvni su pripravci s niskom razinom HBV DNK manje infekciozni ako postoji anti - HBs

iako je zaStitna razina anti - HBs i dalje predmet rasprava (58).

1z rezultata naSeg istraZivanja vidljivo je da je nakon uvodenja rutinskog testiranja ID NAT -
om, tijekom 2013., 2014., 2015. i 2016. godine pojava okultnih hepatitis B virusnih infekcija

imala tendenciju pada.

DDK koji imaju pozitivan samo anti - HBc od svih markera HBV - a (engl. ,,anti-HBc only*)
mogu imati lazno pozitivan rezultat anti - HBc-a (nespecifi¢na reakcija), rijeSenu HBV,
kroni¢nu s niskom ili nedetektabilnom koli¢cinom HBsAg - a (OBI) ili mutiranim oblicima
HBV - a. Anti - HBc vazan je jer moze ukazivati na prisutnost HBsAg - a (odnosno HBV - a)
u kolic¢ini koja je ispod granice detekcije. Tom se ¢injenicom mogu objasniti neki slucajevi
posttransfuzijskog hepatitisa B. Rezultati su ,,anti - HBc only* ¢esti (155/379, 40,9 %), ali tek
mali broj uzoraka ima detektabilnu HBV DNK, 4 % (62). Prisutnost HBsAg mutanata s
negativnim rezultatom HBsAg - testa izaziva vrlo veliku zabrinutost. Anti - HBc — test se
moze koristiti za pracenje pojave mutanata jer je pozitivan bez obzira na mutacije virusa.
Odredeni broj mutacija HbsAg - a direktno utjee na njegovo otkrivanje ,,in Vvitro®,
prepoznavanje imunosti ,,in vivo“, HBV - a, stani¢nog tropizma i morfologiju viriona (62).
Prijenos HBV - a putem transfuzije kod DDK koji imaju OBI odnosno koji su ,,anti - HBc
only* iznosi oko 3 %, dok je prijenos HBV - a za vrijeme ,,dijagnostickog prozora“ mogué¢ u
50 % slucajeva. Prema jednoj studiji od 16 zabiljezenih posttransfuzijskih hepatitisa, 10 je
bilo pozitivno na anti - HBc, 3 na HBsAg, 3 na anti - HBs (uz anti - HBc). Ti podatci su
kompatibilni s hipotezom da anti - HBc test moze biti osjetljiv pokazatelj stalne replikacije
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virusa 1 kada cirkuliraju subdetektabilne koli¢ine HBsAg. Prevalencija HBV DNK -
pozitivnih u populaciji anti - HBc - pozitivnih DDK iznosi od 0 do 15 % (62).

Prevalencija anti - HBc - pozitivnih DDK u Danskoj, u potvrdi iznosi 0,7 % uz naglasak da su
prema analizama godine, Zenski spol, tetovaze i komercijalni spolni odnosi nezavisni
predskazuju¢i ¢imbenici prisutnosti anti - HBc-a. Prema objavljenim izvje$¢ima istraZivanja
prevalencija anti-HBc - pozitivnih, HBSAg - negativnih i HBV DNK - negativnih DDK u
Pakistanu iznosi 17,28 % (167/966). Jedan od 200 DDK koji su anti - HBc - pozitivni, HBsAg
- negativni i HBV DNK - negativni ima OBI. Ukupno je u studiji pronadeno 5 slucajeva (62).
Postoji nedvojbena korist uvodenja ID — NAT - a jer je poboljSana sigurnost transfuzijskog
lijeCenja, no takoder se namece potencijalna korist probira DDK dodatnim testiranjem anti-
HBc biljega te probirom HBsAg negativnih davatelja jer bi bio onemogucéen potencijalni
prijenos na primatelja u slu¢aju okultnth HBV davatelja. Ovakva je praksa moguca
alternativa u testiranju DDK ukoliko ne postoji mogucnost NAT testiranja ili moze biti
suplementarno testiranje u populaciji davatelja s niskom viremijom. Svakako je za promisliti
I procijeniti potrebu dodatnog testiranja anti - HBc svakog davatelja u skladu s praksom

prihvacanja donacija samo od virus ,,naivnih®“ davatelja.

SavjetovaliSta za krvlju prenosive zarazne bolesti postoje u svim ovlastenim zdravstvenim
ustanovama za prikupljanje krvi. Voditelji su tih savjetovaliSta lijecnici specijalisti
transfuziolozi, izuzetak je bio KZTM KBC Osijek kada je savjetovaliSte u vrijeme naSeg
istrazivanja vodio lijecnik specijalist klinicke mikrobiologije koji je svojim znanjem
zasigurno dao i jednu novu dimenziju u ostvarivanju cilja savjetovanja - pruZzanje informacija
DDK o krvlju prenosivim bolestima te zastita zdravlja davatelja i primatelja krvnih
pripravaka. Epidemioloski gledano, osobe ¢e s poviSenim rizikom za stjecanje HBV
vjerojatno lakSe razviti i OBI. U naSem je istrazivanju 42 OBI DDK (75%) obavilo
savjetovanje. Prema nekim autorima (Morales - Romero) postoji nedostatan broj
epidemioloSkih podataka u zdravstvenim ustanovama. Gotovo su svi OBI DDK (25 / 26)
prema procjeni lijeCnika u savjetovaliStu prema anamnezi i inspekciji, bili dobrog opceg
zdravstvenog stanja. Nasi se podatci podudaraju sa stavovima s 26. IPFA simpozija gdje je
iznesen stav da OBI ne izaziva klinicke manifestacije u imunokompetentnih osoba.
Transfuzioloska sluzba RH ima jasno definirane postupke evaluacije doza i davatelja krvi

prema rezultatima NAT i seroloskih testova kao i definirane kriterije za pokretanje look - back
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I trace - back postupaka (25). Samo je kod jednog primatelja krvnih pripravaka detektirana
HBV DNK $to moZemo smatrati potencijalnom transmisijom HBV. Svrha je ovih preporuka
standardizirati i unaprijediti provedbu look - back i trace - backa postupaka u transfuzijskoj

djelatnosti RH. Ove preporuke opisuju:

¢ nacin postupanja kada se ustanovi da se viSestruki davatelj krvi zarazio uzro¢nikom koji se
prenosi krvlju, zbog Cega je mogao zarazu prenijeti na primatelje pripravaka priredenih iz

zadnje doze krvi za koju je testiranjem dobiven negativan rezultat (look - back postupak).

¢ nacin postupanja kada transfuzijska ustanova zaprimi obavijest o postojanju objektivne
sumnje da se bolesnik zarazio putem transfuzije krvi i krvnih pripravaka (trace - back
postupak) (63).

Rad Candottija i suradnika iz 2018. g. opisuje HBV transmisiju na devet primatelja krvnih
pripravaka (svjeza smrznuta plazma i koncentrati eritrocita) od tri slovenska davatelja krvi s
OBI (64). Bilo je zarazeno devet od trideset i jednog primatelja krvnih pripravaka. Pet
nezarazenih primatelja je imalo anti - HBs, a Sest je nezarazenih primatelja dobilo koncentrate
trombocita u kojima je radena inaktivacija patogena amotosalenom. Virus nije detektiran
seroloskim metodama i NAT testiranjem. Autori su zaklju¢ili da se sigurnost transfuzijskog
lije¢enja obzirom na HBV u buduénosti moze povecati bilo anti - HBc testiranjem, HBV

NAT testom LOD 0.8 kopija / ml (0.15 1U) ili inaktivacijom patogena krvnih pripravaka.

Transfuzijska medicina specificna je medicinska struka u kojoj je cjelokupna populacija
potencijalni primatelj krvnih pripravaka, a samo su dio populacije davatelji krvi. Davatelji
krvi su izlozeni mnogim ¢imbenicima iz okoline kao i infektivnim uzro¢nicima koji se mogu
prenijeti darovanom krvlju. Zahtjevi su za sigurnim transfuzijskim lijeCenjem sve ve¢i i
neprestano se dodaju novi anamnesticki isklju¢ni kriteriji za davatelje krvi. Istovremeno,
stalno rastu i potrebe za krvnim pripravcima jer je produZen Zivotni vijek, medicinske su
procedure sve kompliciranije, a ne postoji primjerena sinteticka zamjena za sve funkcije koje
krv obnaSa. Transfuzijska medicina u srediStu znanstvenog i stru¢nog interesa ima zdravlje
davatelja jednako kao i zdravlje primatelja, primum non nocere kao eticki princip se
primjenjuje na davatelja krvi, ali je zahtjevnost za transfuzijsko lijecenje svih bolesnika. Sa
sadasnjom strategijom necemo u cjelini biti sposobni, ve¢ u bliskoj buducnosti, zadovoljiti

potrebe za krvi i krvnim pripravcima.
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Trenutak kada davatelj krvi postaje bolesnik je poveznica izmedu viSe medicinskuh struka.

Transfuzijsko je lijeCenje najCeSce uspjesno, ali su moguce pogrjeske, nuspojave 1 Stetni

dogadaji koji mogu nanijeti Stetu bolesniku ili ¢ak uzrokovati smrt bolesnika.

Danas je transfuzijsko lijeCenje obzirom na nisku prevalenciju uzro¢nika zaraznih bolesti
prenosivih krvlju u Hrvatskoj, primjenu visoko osjetljivih i specificnih seroloskih te
molekularnih testova kao metoda u postupku proizvodnje krvnih pripravaka (inaktivacija
patogena) primjene sustava pracenja nuspojava, siguran postupak lijeCenja u odnosu na

brojne druge medicinske postupke.
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7. ZAKLJUCCI
Temeljem provedenog istraZivanja i dobivenih rezultata mogu se izvesti slijede¢i zakljucei:

U Hrvatskoj je u razdoblju naSeg istrazivanja, od 1. 3. 2013. g. do 1. 3. 2017. g., bilo testirano

seroloskim i molekularnim metodama 743 490 uzoraka krvi viSestrukih i novih DDK.

Ukupan je broj testiranih uzoraka krvi DDK na biljege krvlju prenosivih bolesti u RH u
razdoblju 2013. - 2017. u rasponu od 183.072 do 197.294 uzoraka krvi. Ukupan je broj
testiranih uzoraka krvi novih DDK na biljege krvlju prenosivih bolesti u RH u rasponu od
14.072 do 16.369 uzoraka. U promatranom razdoblju (od 2013. do 2016. g.) bilo je potvrdno
pozitivno 55 (41,7 %) DDK na HBV, na HCV 35 (26,5 %), pozitivna na HIV1/2 su 12
(9,1 %) DDK, a na sifilis je bilo pozitivno 30 (22,7 %) DDK. Najucestalija infekcija medu
DDK u Hrvatskoj je HBV (raspon 36.4% - 50% potvrdno pozitivnih HBV u odnosu na HCV
koji je detektiran u rasponu 21.2% - 34.1% i HIV Y2 u rasponu 17,% - 30,3%).

. U razdoblju od 1. ozujka 2013. g. do 1. ozujka 2017. godine u Hrvatskoj su detektirana 56
OBI u dobrovoljnih davatelja krvi. Prevalencija okultne hepatitis B virusne infekcije (OBI)
medu davateljima krvi u nasSem je istrazivanju sli¢na prevalenciji OBI infekcije u ovoj skupini
u Europi, iako Hrvatska ima visi NAT ,,yield“ za HBV u odnosu na susjedne zemlje (91,7 na
milijun donacija krvi u odnosu npr. Sloveniju 63,6 na milijun donacija);

. Obzirom na ovlastene zdravstvene ustanove, najvise je OBI u HZTM, 33 (59 %), po 8 (14 %)
u Osijeku 1 Rijeci, 4 (7 %) u Splitu i 3 (5 %) u Varazdinu, dok OBI nije otkriven u
zdravstvenoj ustanovi Pule, Dubrovnika i Zadra.

Najveci broj OBI DDK bili su visestruki davatelji krvi, njih 52 (93 %) u svim ovlastenim
ustanovama.

Od ukupnog je broja OBI dobrovoljnih davatelja krvi, 48 (85 %) slu¢ajeva u dobi starijoj od

50 godina zivota.

Prema spolu ima 48 / 56 musSkaraca, ali nema znacajnih razlika u broju OBI prema spolu i

zdravstvenoj ustanovi.

U 52 (92 %) slucajeva razina HBV DNK bila je ispod granica detektabilnosti ili vrlo niska

(<20 IU/mL), dok je u samo 4 (7 %) slucaja razina vec¢a od 100 I[U/mL u uzorcima.

76



7. U nasem je istrazivanju 96 % OBI DDK imalo pozitivan anti - HBc biljeg, 41 % anti - HBs i
41 % anti - HBe.

8. Pokrenuto je 25 look back postupaka i niti jedan trace back postupak.

9. U naSem je istrazivanju 42 OBI DDK (75%) obavilo zdravstveno savjetovanje u ovlastenim
zdravstvenim ustanovama za prikupljanje Krvi.

10. Najvedi je broj OBI DDK negirao kontakte s HBV oboljelim osobama, niti jedan OBI DDK
nije primao krvne pripravke, a operativnim je zahvatima bilo podvrgnuto 19 / 26 OBI DDK.

11. Gotovo su svi OBI DDK (25 / 26) prema procjeni lije¢nika u savjetovalistu bili dobrog opcéeg
zdravstvenog stanja.

12. Uocen je smjer pada broja davatelja s OBI infekcijom u cijeloj Republici Hrvatskoj od 1. 3.
2013. g. do 1. 3. 2017. g. (ukupan broj: 56 OBI - 21 OBI, 19 OBI, 12 OBI, 2 OBI, 2 OBI
slucaja do 1. 3.2017.)

13. Samo je kod jednog primatelja krvnih pripravaka detektirana HBV DNK §to mozemo smatrati

potencijalnom transmisijom HBV.
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8. SAZETAK
Cilj istrazivanja

U Republici Hrvatskoj zakonom su obvezni zakonom seroloski testovi kojima se dokazuje
prisutnost HBsAg, anti - HCV, HIV Ag/At i antitijela na uzro¢nika sifilisa (anti - TP) pri
svakoj donaciji krvi, a od 1. 3. 2013. g. Multiplex ID - NAT test (HBV - DNK, HCV - RNK,
HIV - 1 - RNK).

Nacrt studije

Studija je dizajnirana kao opaZajna studija — presjecna s povijesnim podatcima u razdoblju 1.

3. 2013. godine do 1. 3. 2017. godine.
Ispitanici i metode

U razdoblju od 1. 3. 2013. g. do 1. 3. 2017. g. bilo je testirano seroloSkim i molekularnim
metodama 743 490 uzoraka krvi viSestrukih i novih DDK u osam ovlastenih zdravstvenih
ustanova za prikupljanje krvi. Rezultati testiranja vezali su se uz davatelja krvi i dozu krvi

putem Nacionalnog informati¢kog sustava transfuzijske sluzbe RH e - Delphyn.
Rezultati

U navedenom je razdoblju u transfuzijskoj sluzbi RH detektirano 56 OBI DDK 1 1
potencijalna transmisija HBV DNK u primatelja krvnih pripravaka. Pokrenuto je 25 look -
back i niti jedan trace - back postupak. OBI DDK vec¢inom su bili muskarci u dobi starijoj
od 50 godina Zivota, a nije nadena znacajna razlika izmedu viSestrukih 1 novih DDK u
pojavnosti OBI. Anti - HBc biljeg je bio pozitivan u 96% OBI DDK. Razina detektabilnosti
HBV DNK u 92% slucajeva bila je ispod granica detektabilnosti ili vrlo niska (<20 IU /mL).
Savjetovanju je pristupilo 75% OBI DDK gdje je njihovo zdravstveno stanje procijenjeno

zadovoljavaju¢im (zdravi) i svi su OBI DDK prijavljeni nadleznim epidemioloSkim sluzbama.
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Zakljucak

Transfuzijsko lijeCenje je najcesée sigurno i uspjesno, ali su jo$ uvijek moguée nuspojave i

Stetni dogadaji.

Kljuéne rijeci: okultna hepatitis B virusna infekcija, dobrovoljni davatelji krvi, prevencija

krvlju prenosivih zaraznih bolesti
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9. SUMMARY
Clinical and epidemiological significance of occult hepatitis B virus infection in

voluntary blood donors

Objectives

In the Republic of Croatia it is required by law to carry out serological tests proving the
presence of HBV surface antigen (HBsAQ), hepatitis C virus antibody (anti - HCV), antigen /
antibody Human Immunodeficiency Virus (HIV Ag / At) and antibodies to the syphilis (anti-
treponema pallidum) agent at each blood donation, and from March 1%t 2013, Multiplex
individual donor nucleic acid testing (ID - NAT) HBV - DNA, HCV - RNA, HIV - 1 - RNA

as well.
Study Design

The study was designed as an observational study — intersected with historical data in the
period from March 1% 2013 to March 1%t 2017.

Participants and methods

From March 1% 2013 to March 1t 2017, 743 490 blood samples of multiple and new
volontary blood donors (VBD) in eight authorized health institutions for blood collection
were tested by serological and molecular methods. The results of the testing are linked to the
blood donor and blood supply through the e-Delphyn National Information System of the

Blood Transfusion Service of the Republic of Croatia.
Results

In this period, 56 cases of occult HBV infection (OBI) VBDs and 1 potential transmission of
HBV DNA to the recipient of blood products were detected in the Croatian blood transfusion
service. There was 25 look-back and no trace - back procedures. OBl VBDs were mostly men
over 50 years of age, and there was no significant difference between multiple and new VBDs
in the incidence of OBI. Anti - HBc marker was positive in 96% OBI VBDs. The level of
detection of HBV DNA in 92% of cases was below the limits of detection or very low (< 20
IU / mL). The consultation was attended by 75% of OBl VBDs where their health status was
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assessed as satisfactory (healthy) and all OBl VBDs were reported to the appropriate
epidemiological services.

Conclusion
Blood transfusion is mostly safe and successful procedure but side effects still happen.

Key words: occult hepatitis B virus infection, voluntary blood donors, prevention of
transfusion transmitted diseases
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