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POPIS KRATICA KORISTENIH U RADU (abecednim redom)
cccDNA - Covalently closed circle DNA (Kovalentno zatvorena kruzna DNK)
CMYV - Citomegalovirus

DAA - Direktni antivirusni agensi

DDK - Dobrovoljni davatelj krvi

dHBYV - Diskriminacijski test hepatitis B virusa

dHCV - Diskriminacijski test hepatitis C virusa

dHIV-1 - Diskriminacijski test za virus humane imunodeficijencije
DNK - Deoksiribonukleinska kiselina

EIA - Enzimski imunotest

HAART - Highly active antiretroviral therapy (Antiretroviralna terapija visoke djelotvornosti)
HB Ig - Hepatitis B imunoglobulin

HBCcAg - Hepatitis B core antigen (Hepatitis B jezgreni antigen)
HBeAg - Hepatitis B envelope antigen (Hepatitis B antigen ovojnice)
HBsA(g - Hepatitis B surface antigen (Hepatitis B povrSinski antigen)
HBV - Hepatitis B virus

HBV DNK - Deoksiribonukleinska kiselina hepatitis B virusa

HCV - Hepatitis C virus

HCV RNK - Ribonukleinska kiselina Hepatitis C virusa

HCVAg - Hepatitis C virusni antigen

HIV - Virus humane imunodeficijencije

HIV Ag/At test - Kombinirani HIV antigen/antitijelo test

HIV1 RNK - Ribonukleinska kiselina virusa humane imunodeficijencije tipa 1



HRP - Peroksidaza hrena
HZTM - Hrvatski zavod za transfuzijsku medicinu

ID-NAT - Individual donor nucleid acid testing (Individualno testiranje nukleinske kiseline

davatelja)

IgG - Imunoglobulin klase G

IgM - Imunoglobulin klase M

IR - Inicijalno reaktivni

KBC Osijek - Klinicki bolnicki centar Osijek
OBI - Okultna hepatitis B infekcija

RH - Republika Hrvatska

RLU - Relativna svjetlosna jedinica

RNK - Ribonukleinska kiselina

RPR - Rapid plasma reagin (test za dokazivanje nespecifi¢nih antitijela koja mogu ukazivati

na sifilis)

RR - Retestirano reaktivni

SARS - Severe Acute Respiratory Syndrome (Teski akutni respiratorni sindrom)
SZO - Svjetska zdravstvena organizacija

TMA - Transkripcijski ovisna amplifikacija

TMB - 3,3',5,5'-Tetrametilbenzidin

TP - Treponema Pallidum

TPHA - Treponema Pallidum hemaglutinacijski test (kvantitativni)

WP - Window period

Vi



1. Uvod

1. UvOD

Krv je neprocjenjiv lijek, lijek koji nema identi¢nu farmakolosku zamjenu. Transfuzija krvi je
oblik transplantacije. Osobi u potrebi pruza pomo¢ koja je ponekad i od zivotne vaznosti uz
zadacu da toj osobi ne smije Ciniti Stetu ni na koji nacin. Od samih zacetaka transfuzije do
danas otkriveno je viSe vrsta uzro¢nika zaraznih bolesti prenosivih krvlju. Neki su uzro¢nici
otkriveni davno, T. Pallidum, citomegalovirus (CMV), neki nedavno, West Nile virus,
Dengue virus, SARS. Nisu svi uzro¢nici jednako opasni. Kod nas i u svijetu veliki
javnozdravstveni problem predstavljaju retrovirusi, virusi hepatitisa B i C. Zbog pojavljivanja
nekog novog uzro¢nika koji predstavlja javnozdravstveni problem, s vremenom, u obvezno se
testiranje uzoraka krvi donacija dobrovoljnih davatelja krvi (DDK) uvodio test za dokazivanje
tog uzrofnika U Svrhu smanjenja rizika prijenosa zaraznih bolesti prenosivih krvlju.
Izdvajanjem i zbrinjavanjem reaktivnih donacija krvi direktno se sprje¢ava nastanak Stete,
odnosno nastanak infekcije ili bolesti koju uzro¢nik moze prouzrogiti u organizmu 0sobe koja

je transfuziju krvi primila.

Sigurne transfuzije nema. Krv se smatra potencijalno zaraznom sve dok rezultati testiranja ne
pokazu da u krvi nije prisutan niti jedan od uzro¢nika zaraznih bolesti na koje se krv testira.
Svaka se donacija krvi pojedinacno testira seroloskim i molekularnim testovima na prisutnost
virusa hepatitisa B i C, virusa humane imunodeficijencije te na Treponemu Pallidum, bez
obzira na broj darivanja krvi. Unato¢ testiranjima, postoji razdoblje u kojem je mogué
prijenos uzro¢nika zaraznih bolesti prenosivih krvlju nazvan ,,window period“, odnosno
dijagnosticki prozor. To je vremenski interval od ulaska uzro¢nika u organizam do trenutka
kada seroloskim odnosno molekularnim testovima mozemo dokazati njegovu prisutnost.
Seroloska i molekularna obrada krvi dobrovoljnih davatelja krvi, uz njihov pravilan odabir,

put je ka sigurnijem lijecenju krvlju i krvnim pripravcima.

Testiranje krvi na krvlju prenosive bolest zahtjev je Zakona o krvi i krvnim pripravcima (NN
79/06 i 124/11), Pravilnika o osiguranju kvalitete krvi i krvnih pripravaka u zdravstvenim
ustanovama (NN 80/07 i NN18/09), Pravilnika o sustavu slijedivosti krvnih pripravaka i
pracenju ozbiljnih Stetnih dogadaja i ozbiljnih Stetnih reakcija (NN63/07), Zakona o odrzivom
gospodarenju otpadom (NN94/13) i odluke Ministra zdravlja iz 2012. kojom se transfuzijske
sluzbe obvezuju na uvodenje ID-NAT testiranja svih davatelja krvi Republike Hrvatske
(provedeno s 1.3.2013.). Zakoni RH uskladeni su sa 17. Preporukama Vije¢a Europe. U svrhu



1. Uvod

standardizacije i poboljSanja kvalitete kreirane su preporuke za testiranja s algoritmima
temeljem kojih se provodi evaluacija doza i davatelja krvi u transfuzijskoj djelatnosti RH (1).

Navedeni algoritmi te evaluacija doza biti ¢e detaljnije objasnjeni u radu.

1.1. UZROCNICI ZARAZNIH BOLESTI PRENOSIVIH KRVLJU

1.1.1. HEPATITIS B VIRUS (HBV)

Hepatitis je upalna bolest jetre koja moze biti samolimitirajuca ili moze dovesti do fibroze,
ciroze i tumora jetre. Virusi hepatitisa su naj¢esc¢i uzrok hepatitisa u svijetu. Postoji 5 glavnih
tipova hepatitisa, koji su oznaceni slovima od A do E. Poznati su i tipovi hepatitisa F, G i H.

Za hepatitis D je poznato da ne moze djelovati samostalno, ve¢ u koinfekciji s hepatitisom B

().

Hepatitis B virus (HBV) je virus iz porodice Hepadnaviridae, rod Orthohepadnavirus. Graden
je od dvostrukog lanca DNK, nukleokapsidne jezgre na kojoj se nalazi hepatitis B "core"
antigen ili "HBCcAQ", koja je omotana lipoproteinskim omota¢em, koji na sebi nosi hepatitis B
"surface" antigen ili HBsAg, a u sebi sadrzi HBeAg (3). Virus se prenosi kontaktom sa
zarazenom krvi ili drugim teku¢inama zarazene 0sobe i iz tog razloga najce$éi prijenos je
prijenos spolnim putem i u pocecima koristenja krvi kao lijeka, transfuzijom. Danas je
prijenos transfuzijom krvi mogué¢ u vrlo rijetkim slucajevima. Prijenos virusa je mogué i
ponovnom uporabom igle ili Sprice od zarazene osobe, nesterilnim priborom pri tetoviranju,
piercingu i akupunkturi, drugim ubodima ili ozljedama izazvanim o$trim predmetima koje
upotrebljava medicinsko osoblje. Simptomi su Zutilo o¢iju i koze, taman urin, mué¢nina i
prekomjerni umor (2). Razdoblje inkubacije za hepatitis B virus u prosjeku iznosi 75 (30 -
180) dana, a za njegovu serolosku detekciju u krvi potrebno je proé¢i 30 do 60 dana ovisno o

koli¢ini virusa i stanju imuniteta osobe (4).

Dok za akutni oblik hepatitisa B ne postoji specifi¢ni lijek, kroni¢ni oblik hepatitisa B se lijeci
Interferonom a-2b, Lamivudinom (Zeffix), Hepserom, ili kombinacijom lijekova Interferon i
Lamivudin. Hepatitis B virus ima visoku sklonost mutacijama koje mogu nastati spontano,
pod utjecajem cjepiva, antivirusnih lijekova, monoklonskih protutijela i hepatitis B
imunoglobulina (HB 1g) (5, 6).



1. Uvod

Negativan rezultat HBsAg testa mozemo dobiti ukoliko je koli¢ina HBsAg-a ispod razine
detekcije testa. Ta situacija moze ukazivati na akutnu ili okultnu hepatitis B virusnu infekciju
(OBI). U svrhu postavljanja dijagnoze OBI potrebno je uciniti HBV-DNK test. U velikom
broju slucajeva, ukoliko je kolicina HBV DNK manja od donje granice osjetljivosti testa i tom
metodom mozemo dobiti negativan rezultat, $to ne znaci da replikacije virusa nema, ve¢ da
se odvija u samom hepatocitu u vrlo malim koli¢inama te da ne dolazi do "pupanja”, odnosno
izlaska virusa iz hepatocita.

Prema Svjetskoj zdravstvenoj organizaciji (SZO) hepatitis B je globalni zdravstveni problem.
Preko 240 milijuna ljudi u svijetu zarazeno je kroni¢nim oblikom hepatitisa B, a godiSnje od
posljedica virusne bolesti umire oko 780 000 ljudi (3). Velika se paznja daje prevenciji zaraze
hepatitisa B u obliku cijepljenja. Cijepljenje novorodencadi u Republici Hrvatskoj (RH) je
jedno vrijeme bilo u sklopu obaveznog cijepljenja, a sada se cijepe samo djeca majki

nositeljica HBSA(Q virusa.

1.1.2. HEPATITIS C VIRUS (HCV)

Hepatitis C virus je jednolanc¢ani RNK virus iz porodice Flaviviridae, rod Hepacivirus. Nakon
otkri¢a, zbog svoje razli¢itosti u odnosu na hepatitis A 1 hepatitis B, nazvan je "Hepatitis non-
A non-B". Na svijetu je 130 - 150 milijuna ljudi oboljelo od kroni¢nog oblika hepatitis C

virusa, a svake godine umire oko pola milijuna od bolesti jetre uzrokovane HCV-om (7).

HCV je graden od jednostruke RNK uzvojnice koja je omotana vanjskim lipidnim omotacem.
Proteini od kojih je graden su "core" ili jezgreni protein, protein omotaca, glikoproteini E1 1
E2 i mnostvo drugih proteina koji reguliraju umnozavanje tog virusa (8). U svijetu je dosad
otkriveno 6 osnovnih genotipova (la, 1b, 1c, 2, 3, 4, 5, 6), od kojih su u Europi
najzastupljeniji la, 1b i 1c, dok je u narkomana najprisutniji genotip 3. Zbog visoke
sposobnosti mutacije tog virusa i stvaranja raznih podvrsta virusa, cjepivo za hepatitis C virus
jo$ nije pronadeno, jer se virus moze razlikovati od covjeka do Covjeka (7, 8). Podjela na
genotipove 1 podtipove klinicki je vazna jer se moze predvidjeti odgovor na terapiju i duZina

lijecenja.
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Virus se takoder prenosi krvlju, najées¢e zbog nekvalitetne sterilizacije medicinske opreme,
transfuzije zarazene krvi (moguce za vrijeme WP-a), uboda inficiranim predmetom ili s majke

na dijete u trudno¢i. Inkubacijsko razdoblje traje od 2 tjedna do 6 mjeseci.

HCV, sli¢no HBV-u, moze uzrokovati akutnu i kroni¢nu infekciju. HCV infekcija je najcesce
asimptomatska, vrlo rijetko ima vidljive simptome i nerijetko ljudi slu¢ajno doznaju da su
nositelji HCV-a. Od simptoma koji se javljaju, naj¢es¢i su: zutilo koZe i bjeloo¢nica, mucnina,
umor, povracanje, bolovi u zglobovima i abdomenu. Vrlo ¢esto HCV kroni¢nu infekciju

nazivaju "tihim ubojicom".

Ukoliko je tretman potreban, hepatitis C se lijeci interferonom i ribavirinom, a u novije
vrijeme direktnim antivirusnim agensima (DAA). Ti lijekovi su sigurniji, uéinkovitiji i
pacijenti ih bolje podnose. Tretman je kra¢i (12 tjedana), a ucinkovitost puno veca (9). Za
dokazivanje akutne HCV infekcije koristimo seroloske testove za dokazivanje HCVAg-a i
protutijela, anti-HCV. Molekularnom dijagnostikom potvrdujemo prisutnost ili odsutnost
HCV RNK u uzorku (10).

1.1.3. VIRUS HUMANE IMUNODEFICIJENCIJE (HIV)

Virus humane imunodeficijencije je virus iz porodice Retroviridae. Moze uzrokovati sindrom
steCene imunodeficijencije ili AIDS. Osamdesetih godina 20. stoljeca taj je virus bio prisutan
uglavnom kod hai¢ana, hemofili¢ara, homoseksualaca i ovisnika o heroinu - "4H". U svijetu
je oko 37 milijuna ljudi zaraZzeno virusom HIV-a s tendencijom povecanja tog broja za 2

milijuna godiSnje. Godisnji se mortalitet kre¢e izmedu 1 1 1.5 milijuna ljudi.

Virus HIV-a kuglastog je oblika, promjera 80 - 110 nm, ima cilindri¢énu kapsidu i dvoslojnu
lipidnu ovojnicu na kojoj se nalaze 72 glikoproteinska izdanka. Vanjski dio glikoproteinskih
izdanaka strsi iz lipidne ovojnice (gp 120), a unutraS$nji dio je utisnut u lipidnu ovojnicu
(gp41). Sredisnji dio virusa ¢ine Cetiri proteina nukleokapside (p24, pl7, p9, p7). Temeljna
komponenta nukleokapside je p24, koji se koristi u seroloSkoj dijagnostici za dokazivanje
prisutnosti HIV-a. Protein p17 uspostavlja vezu izmedu unutarnjih i vanjskih dijelova virusa,
dok je protein p7 spojen izravno na virusnu RNK te zajedno s proteinom p9 tvori jezgru
virusa. HIV sadrzi diploidnu pozitivnu RNK uz koju su vezani enzimi reverzna transkriptaza

(RT), integraza, ribonukleaza i proteaza (11).
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Najpoznatija i najucinkovitija terapija u lijeCenju HIV-a je HAART (engl. highly active
antiretroviral therapy). Poput drugih virusa s lipidnom ovojnicom, virus HIV-a je osjetljiv na
detergente, sapune i izbjeljivace. U otopini moze prezivjeti do nekoliko dana, a u stani¢noj

kulturi jedan dan u stanicama, do 15 dana kao slobodan virus.

1.1.4. TREPONEMA PALLIDUM (TP)

Treponeme su vrlo tanke i dugacke spirohete. Za c¢ovjeka je najznaajnija Treponema
Pallidum, subsp. pallidum koja uzrokuje sifilis (11). U svijetu je oboljelih oko 36.4 milijuna

ljudi (2008. godine), s tendencijom rasta od 10.6 milijuna novooboljelih godi$nje (12).

Treponema Pallidum ima 6 - 14 uskih zavoja, zaSiljene vrhove i vanjsku lipidnu ovojnicu.
Genski je vrlo stabilna, $to znaci da ne stvara rezistenciju pa tako nije stvorila ni rezistenciju
na penicilin i tetracikline. Penicilin se koristi kao lijek u lije¢enju sifilisa ve¢ 70 godina. Ne
moze se uzgojiti "in vitro", ali prezivljava nekoliko dana u obogacenoj teku¢oj podlozi pod
mikroaerobnim uvjetima. MoZe se uzgojiti u kozi, testisu i U oku kunica. U krvi 1 plazmi moZe

prezivjeti 24 sata. Osjetljiva na isusivanje i visoku temperaturu.

Treponema Pallidum ulazi u organizam Covjeka kroz sluznice ili sitna oSte¢enja na kozi.
Lokalizacija je naj¢eS¢a na spolnim organima, ali se mozZe naci i intrarektalno, perirektalno ili
oralno. Inkubacija traje od 2 do 10 tjedana. Sifilis je vrlo opasan ukoliko se javi kod trudnica

(kongenitalni sifilis). MoZe uzrokovati smrt ploda ili znacajne infekcije 1 malformacije.
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2. CILJEVI RADA

1. Obveznim serolosSkim screening testiranjem na uzro¢nike hepatitisa B (HBV), hepatitisa
C (HCV), HIV bolesti (HIV) i sifilisa (Treponema Pallidum) uciniti probir pozitivnih
doza krvi.

2. Utvrditi i izraCunati broj (postotak) lazno pozitivnih rezultata retestiranjem istim testom.

3. Utvrditi i izraCunati broj (postotak) stvarno pozitivnih rezultata primjenom
molekularnih metoda (Multiplex ID-NAT test).

4. Utvrditi pozitivitet na pojedine uzro¢nike zaraznih bolesti prenosivih krvlju primjenom
diskriminacijskog testa (dHBV, dHCV, dHIV-1).

5. Iskljuciti privremeno ili trajno davatelje krvi iz poola dobrovoljnih davatelja krvi.

6. Obavijestiti dobrovoljnog davatelja krvi o njegovom zdravstvenom statusu s uputama za
lijecenje.

7. Obveznim seroloSkim i1 molekularnim metodama na uzro¢nike zaraznih bolesti
prenosivih krvlju smanjiti rizik prijenosa uzro¢nika na primatelja i podi¢i razinu

kvalitete 1 sigurnosti transfuzijskog lijecenja.
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3. ISPITANICI | METODE

Istrazivanje je dizajnirano kao retrospektivna studija namjernog uzorka testiranih dobrovoljnih

davatelja krvi.

3.1. ISPITANICI

3.1.1. UZORCI DONACIJA DOBROVOLJINIH DAVATELJA KRVI

Ispitanici u ovom istrazivanju su dobrovoljni davatelji krvi koji su zadovoljili kriterije za
darivanje krvi, odnosno uzorci krvi donacija koje su dali u razdoblju od godine dana
(1.10.2014. — 30.9.2015.). Dobrovoljni davatelj krvi je osoba koja daje krv bez ikakve
materijalne naknade na nacelima dobrovoljnosti, besplatnosti, solidarnosti i anonimnosti (8).
Ponekad davatelj ne zna nosi li u sebi nekog od uzro¢nika zaraznih bolesti prenosivih krvlju,
stoga se svaka doza krvi prije testiranja smatrana potencijalno zaraznom. Prije samog darivanja
krvi, davatelj mora zadovoljiti odredene kriterije. Davatelj je bio zdrav, u dobi od 18 do 65
godina, ispunio je upitnik, obavio pregled kod lije¢nika, a izmjereni je hemoglobin bio u
granicama normale. Kvaliteta i sigurnost krvi i krvnih pripravaka ovise o pravilnoj selekciji i

odabiru davatelja.

U istrazivanju su koriSteni rezultati obveznog, probirnog seroloSkog testiranja u Klinickom
zavodu za transfuzijsku medicinu KBC-a Osijek, Odjela za serolosku i imunohematolosku
dijagnostiku davatelja krvi na HBV, HCV, HIV i sifilis kao i rezultati potvrdnih testova,
rezultati probirnih molekularnih testova (ID-NAT), potvrdnih i diskriminacijskih molekularnih
testova dobivenih testiranjem u Hrvatskom zavodu za transfuzijsku medicinu, Petrova 3,
Zagreb. Uzorci donacija odnosno ispitanici koji su sudjelovali u ovom istrazivanju dolaze s
podrucja pet Zupanija: Osjecko-baranjske, Vukovarsko-srijemske, Viroviti¢ko-podravske,

Pozesko-slavonske i Brodsko-posavske.

Za serolosku dijagnostiku zaraznih bolesti prenosivih krvlju koristen je serumski uzorak, a za

molekularnu dijagnostiku krvna plazma.
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3.2. METODE

Obvezna testiranja uzoraka donacija krvi temeljena su na seroloskim i molekularnim

testiranjima.

Obvezna seroloska dijagnostika zaraznih bolesti prenosivih krvlju temeljena je na probirnom
testiranju pomoc¢u enzimskih imunotestova na uzro¢nike hepatitisa B (HBV), hepatitisa C
(HCV), HIV bolesti (HIV) i sifilisa (Treponemu Pallidum).

Obvezna molekularna dijagnostika zaraznih bolesti prenosivih krvlju temeljena je na otkrivanju
HBV DNK, HCV RNK i HIV1 RNK pomoc¢u Multiplex ID-NAT testa (Procleix Ultrio Plus
Assay, Procleix TIGRIS system) testiranjem svakog uzorka donacije pojedinac¢no.

Preporuke i nacela seroloSkog i molekularnog testiranja propisane su Europskim direktorijem
za kvalitetu u medicini i zdravstvu, Preporukama za pripravu, uporabu i osiguranje kvalitete
krvnih pripravaka (17. izdanje), 9. Poglavlje, pod nazivom Nacela probirnog testiranja biljega

zaraznih bolesti (13).

Vrlo vazne znacajke testova su osjetljivost 1 specifi¢nost i bit ¢e navedene pojedina¢no prema

testovima.

Osjetljivost testa = broj stvarno pozitivnih nalaza/ukupan broj bolesnika,
= stvarno pozitivni/ (stvarno pozitivni + lazno negativni).
Specificnost testa = broj stvarno negativnih nalaza/ukupan broj zdravih,

= broj stvarno negativnih nalaza/ (stvarno negativni + lazno pozitivni).

3.2.1. SEROLOSKA TESTIRANJA

Obvezna seroloska testiranja uzoraka krvi davatelja, prema Zakonu o krvi i krvnim
pripravcima, obuhvatila su testiranje na hepatitis B "surface” antigen (HBsAg), antitijela na
strukturalne i nestrukturalne virusne antigene hepatitisa C (anti-HCV), HIV 1(0)/2 antitijela i
HIV1p24 antigen kombiniranim HIVAg/At testom te dokazivanje specifi¢nih antitijela na
Treponemu Pallidum (anti-TP) uzroé¢nika sifilisa (1). Navedena seroloska testiranja sluzila su u

svrhu probira. Najvaznija karakteristika probira je njegova visoka osjetljivost koja je posluzila
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u izdvajanju pozitivnih i suspektnih donacija krvi. Svi seroloSki testovi temeljeni Su na

imunokemijskim reakcijama antigena i protutijela. Uzorak za testiranje bio je serum.

3.2.1.1. HBsAg

Probirno je serolosko testiranje na HBsAg obavljeno pomocu tri platforme testova:

1. HBsAg 3.0 Murex, DiaSorin; (osjetljivost 100 %, specificnost 99,97 %) (14)
2. Enzygnost HBsAg 6.0, Siemens (osjetljivost 100 %, specifi¢nost 99,92 %) (15)
3. Monolisa HBsAg Ultra, Bio-Rad (osjetljivost 100 %, specifi¢nost 99,28 %) (16)

Princip testa temelji se na vezi izmedu mjeSavine misjih monoklonalnih protutijela protiv
HBsAg-a kojima su obloZene testne jazice i HBsAg-a koji se nalazi u uzorku. Na novonastali
spoj Ag/At vezala su se poliklonalna protutijela koja su obiljeZzena peroksidaza enzimom.
Dodavanjem TMB supstrata aktiviran je enzim i razvila se boja. Reakcija je zaustavljena
dodavanjem sumporne kiseline. Intenzitet obojenja upravo je proporcionalan koncentraciji

HBsAg-a u uzorku.

Povrsinski HBY
antigen

|

HBsAg

TMEBE
Misja monoklonska : E
t t

antitijela na HBsAg =»
Poliklonska antitijela TMB supstrat

konjigurana sa mijenja boju
peroksidazom

| |
> [™

HBsAg

Slika 1. Princip HBsAg testa



3. Ispitanici i metode

3.2.1.2. ANTI-HCV

Probirno je serolosko testiranje na anti-HCV obavljeno pomocu tri platforme testova:

1. anti-HCV 4.0, Murex, Diasorin (osjetljivost 100 %, specifi¢nost 99,88 %) (17)
2. Enzygnost anti-HCV 4.0, Siemens (osjetljivost 100 %, specificnost 99,8 %) (18)
3. Monolisa anti-HCV verzija 3, Bio-Rad (osjetljivost 100 %, specifi¢nost 100 %) (19)

Princip testa temelji se na vezi pro¢is¢ene mjeSavine HCV antigena (NS3 rAg, core, NS4 i
NS5) vezanih na jazice i anti-HCV-a koji se nalazi u uzorku. Na novonastali spoj vezalo se
protutijelo obiljezeno enzimom (mi$ja monoklonalna anti-humana IgG protutijela obiljezena
peroksidazom hrena). Dodavanjem TMB (tetrametilbenzidin) supstrata aktiviran je enzim.
Reakcija je zaustavljena dodavanjem sumporne Kkiseline. Intenzitet obojenja upravo je
proporcionalan koncentraciji anti-HCV-a u uzorku.

Misji monoklonalni anti-
human IgG konjugiran sa
peroksidazom hrena

l l TMEBE
C

Mjesavina 1
prodiscenih HCV
antigena NS3, rAg™—>
jezgre, NS4 i NS5

Uzorak koji sadrii IgG
antitijela na HCV

TMB supstrat
mijenja boju

|

™

Slika 2. Princip anti-HCV testa

3.2.1.3. HIV AG/AT

Probirno je serolosko testiranje na HIV Ag/At-a obavljeno pomocu tri platforme testova:
1. HIV Ag/Ab combination, Murex, Diasorin (osjetljivost 100 %, specifi¢nost 99,78 %)
(20)
2. Enzygnost HIV Integral 4, Siemens (osjetljivost 100 %, specifi¢nost 99,95 %) (21)
3. GenScreen HIV Ag/Ab, Bio-Rad (osjetljivost 100 %, specifi¢nost 99,95 %) (22)
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Princip testa temelji se na vezi mjesavine HIV-1 (0)/-2 specifiénih ENV/POL proteina i peptida
s protutijelima anti HIV-1 (0)/-2 te mi$jih monoklonalnih anti HIV-1 p24 protutijela s HIV-1
p24 antigenom ukoliko se nalaze u uzorku. Anti-p24 HIV protutijela i HIV-1(0)/-2 proteini i
peptidi konjugiraju se s peroksidazom hrena (HRP). Dodavanjem TMB-a aktiviran je enzim

koji je dao obojenje. Reakcija je zaustavljena dodavanjem sumporne kiseline.

Intenzitet obojenja upravo je proporcionalan koncentraciji HIV Ag-a ili HIV At-a u uzorku.

Uzorak koji sadrii Anti p24 HIV antitijelo i HIV-1(0)/-2
HIV p24 antigen i proteini i peptidi konjugirani sa
antitijelo peroksidazom hrena (HRP)

l | I
- T™B
HIV p24 : @ E N

TMB supstrat sa
promjenom boje

HIV p24 |

>—HRP E T™MB

Slika 3. Princip testa HIV Ag/At

Smjesa HIV-1({0)/-2 specificnih
ENV/POL proteina i peptida
zajedno sa anti HIV-1 p24 misjim HRP
monoklonskim antitijelima

3.2.1.4. ANTI-TP

Probirno je serolosko testiranje na anti-TP obavljeno pomocu tri platforme testova:

1. ICE Syphilis, Murex, Diasorin (osjetljivost 100 %, specificnost 99,95 %) (23)
2. Enzygnost Syphilis, Siemens (osjetljivost 98,4 — 100 %, specifi¢nost 100 %) (24)
3. Monolisa Syphilis Total Ab, Bio-Rad (osjetljivost 99,56 %, specifi¢nost 100 %) (25)

Princip testa temelji se na vezi mjesavine rekombinantnih proteina TnP 15, TnP 17 i TnP 47,
zajedno s anti-l1gG i anti-IgM protutijelima na Treponemu Pallidumu kojima su obloZene jazice
sa specifi¢nim protutijelima s odgovaraju¢im proteinima koja se nalaze u uzorku. Proteini iz
uzorka se zatim konjugiraju peroksidazom hrena. Dodavanjem TMB supstrata aktivirao se
enzim Kkoji je dao obojenje. Reakcija je zaustavljena dodavanjem sumporne kiseline. Intenzitet

obojenja upravo je proporcionalan koncentraciji anti-TP-a u uzorku.
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Uzorak koji sadrii ukupne Ista smjesa TpN153, 17 i 47
IgG i IgM i anti Treponema rekombinantnih antigena konjugiranih
antitijela sa peroksidazom hrena (HRP)

l l T™MB
HRP I
HRP
Smjesa TpN15, 17 i 47 TMBs.upstrats.a.
rekombinantnih Anti-lgM promjenom boje
proteina, zajedno sa = 1

anti-humana IgG i IgM

E TME

Slika 4. Princip anti-TP testa

3.2.1.5. INTERPRETACIJA REZULTATA SEROLOSKIH PROBIRNIH TESTOVA

Interpretacija rezultata seroloSkih probirnih testova temeljena je na usporedbi opticke gustoce
uzorka i grani¢ne vrijednosti (cut-off-a). Reaktivni su bili svi rezultati iznad, a negativni ispod
grani¢ne vrijednosti. Nakon inicijalnog reaktivnog ili suspektnog rezultata, uzorak krvi DDK-a
je retestiran u duplikatu istim testom, a donacija je fizi¢ki izdvojena u karantenu do konac¢ne
evaluacije. Uzorci koji su bili reaktivni u najmanje jednom od dvaju ponovljenih testiranja,
proglaseni su ponovljeno reaktivnima. Zakljucak je bio da sadrze odredeni antigen odnosno
protutijelo. Uzorak krvi donacije poslan je na potvrdno serolosko testiranje u Hrvatski zavod za

transfuzijsku medicinu, Petrova 3, Zagreb uz pravilno ispunjen Nalog za potvrdno testiranje.

3.2.1.6. POTVRDNI SEROLOSKI TESTOVI

Potvrdne seroloske testove obavlja Referentni centar Ministarstva zdravlja Republike Hrvatske,

Hrvatski zavod za transfuzijsku medicinu (HZTM), Petrova 3, Zagreb.

Potvrdno serolosko testiranje kod pozitivnog HBsSAg probirnog testa obuhvatilo je EIA
testiranja na HBsAg razli¢itih proizvodaca, test kvantifikacije uzro¢nika te kompletne HBV

markere.

12
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Potvrdno serolosko testiranje na HCV uz anti-HCV EIA test drugog proizvodaca te
kombinirani HCV Ag/Ab test ukljucivalo je INNO-LIA HCV score potvrdni test ili
RecomLine HCV IgG potvrdni test.

Potvrdno serolosko testiranje na HIV uz anti-HIV EIA test i kombinirani HIV Ag/Ab EIA test
drugog proizvodaca ukljucivalo je INNO-LIA HIV % score potvrdni test ili RecomLine
HIV1&HIV2 IgG potvrdni test. Uz njih se radi i HIV1 p24 test.

Potvrdno serolosko testiranje na sifilis (Treponemu Pallidum) uz anti-TP EIA test jednog ili
viSe proizvodaca uklju¢ivalo je i INNO-LIA Syphilis Score potvrdni test ili RecomLine
Treponema IgG potvrdni test. Uz njih su radeni RPR sifilis test (rapid plasma reagin) te TPHA
kvantitativni test (Treponema Pallidum hemaglutinacijski test - kvantitativni) (1).

INNO-LIA i RecomLine testovi temeljeni su na principu enzimskog imunotesta.

Interpretacija rezultata seroloskih potvrdnih testova odvijala se prema Algoritmu NAT
probiranja i potvrdnog testiranja DDK-a na HBV, HCV i HIV-1 (testiranje na pojedina¢noj
donaciji) (1).

3.3. MOLEKULARNA TESTIRANJA

3.3.1. ID-NAT TEST

Klini¢ki zavod za transfuzijsku medicinu Klini¢ckog bolni¢kog centra Osijek, Odjel seroloske i
imunohematoloske dijagnostike davatelja krvi, svakodnevno je slao uzorke krvi davatelja na
probirno molekularno testiranje ID-NAT (Individual donor nucleidacid testing) u Hrvatski
zavod za transfuzijsku medicinu, Petrova 3, Zagreb. Uzorci krvi su uzeti uz dodatak
antikoagulansa EDTA. ID-NAT je obavljen pomoc¢u Procleix Ultrio Plus testa. Test je temeljen
na principu transkripcijski posredovane amplifikacije (TMA), na aparaturi Procleix TIGRIS
System. Procedura testa uklucivala je tri glavna koraka koja su se odvijala u jednoj tubi,
priprema uzorka; ciljna amplifikacija HIV-1 RNK, HCV RNK i HBV DNK TMA metodom i
detekcija amplikona. Za vrijeme pripreme uzorka, virusne RNK i DNK su izolirane iz uzorka
pomocu detergenta koji je rastopio virusne ovojnice, denaturirao proteine i oslobodio virusne

genomske RNK i/ili DNK. Ako su u uzorku bili prisutni oligonukleotidi homologni visoko
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konzerviranim regijama HIV-1, HCV i HBV, ciljano su se hibridizirali u HIV-1 RNK, HCV
RNK i HBV DNK. Nakon dodavanja reagensa za ciljno pojacavanje hibridizirane mete su bile
uhvacene na magnetske mikrocestice koje su izdojene iz uzorka uz pomo¢ magnetskog polja.
Pranjem su odstranjene strane Cestice iz reakcijske tube. Detekcija je postignuta KoriStenjem
jednolanc¢anih proba nukleinskih kiselina s kemiluminiscentnim oznakama koje su
komplementarne amplikonu. Selektivni reagens je razlikovao hibridizirane od nehibridiziranih
proba (primera) inaktiviraju¢i oznake na nehibridiziranim probama. Detektirani
kemiluminiscentni signal proizveden iz hibridiziranih proba, mjeren je u luminometru i izrazen
u relativnim svjetlosnim jedinicama (RLU). Interna je kontrola bila dodana u svaki testni
uzorak, kontrolu ili testnu kalibracijsku tubu u svrhu kontrole amplifikacijskih i detekcijskih

koraka.

3.3.2. DISKRIMINACIJSKI TESTOVI

Svi uzorci koji su bili reaktivni na ID-NAT test testirani su diskriminacijskim testovima
(dHBV, dHIV-1 i dHCV). Diskriminacijski se test takoder sastojao od tri koraka kao i ID-
NAT test, s jednom razlikom. Umjesto reagensa Procleix Ultrio Plus testa koristeni su HIV-1

specifi¢ni, HCV-specifi¢ni ili HBV-specifi¢ni probni reagensi (26).

Interpretacija rezultata obavlja se prema Algoritmu NAT probiranja i potvrdnog testiranja
DDK-a na HBV, HCV i HIV-1 (testiranje na pojedina¢noj donaciji) propisanog od HZTM-a
(D).

3.4. EVALUACIJA DOZA | DAVATELJA KRVI PREMA REZULTATIMA ID-NAT-a |
SEROLOSKIH TESTOVA
Evaluacija doza i rezultata radi se uz pomo¢ sljedecih algoritama propisanih od HZTM-a:

e Algoritam evaluacije davatelja s reaktivnoséu HBV-NAT i/ili HBsAg testa (1)
e Algoritam evaluacije davatelja s reaktivnoséu HIV-dNAT i/ili HIV Ag/Ab testa (1)
e Algoritam evaluacije davatelja s reaktivnos¢u HCV-NAT i/ili anti HCV testa (1)

e Algoritam evaluacije davatelja krvi s reaktivnoSc¢u u sifilis treponemskom testu (1)
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Slika 5. Algoritam NAT probiranja i potvrdnog testiranja DDK-a na HBV, HCV i HIV-1

(testiranje na pojedinac¢noj donaciji (1)
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3.4.1. ALGORITMI EVALUACIJE DAVATELJA
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Slika 6. Algoritam evaluacije davatelja s reaktivnos¢u HBV-NAT i/ili HBSAg testa (1)
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Slika 7. Algoritam evaluacije davatelja s reaktivnos¢u HIV-dNAT i/ili HIV Ag/Ab testa (1)
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Slika 8. Algoritam evaluacije davatelja s reaktivos¢u HCV-NAT i/ili anti-HCV testa (1)
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Slika 9. Algoritam evaluacije davatelja krvi s reaktivosc¢u u sifilis treponemskom testu (1)
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Evaluacija donacija radi se prema uputama HZTM-a (za sve transfuzije u RH) (Tablica 1).

Tablica 1. Postupanje s dozama krvi temeljem rezultata ID-NAT-a i seroloskih testova (1)

Probirni test Rezultati testiranja
ID-NAT NN NN IR IR NN
Serolodki NN RN NN RR RR
Postupanje s Doza se Doza se Doza se Doza se Doza se
dozom krvi moie izdati|moie izdati| unidtava | unistava | unistava

3.5. "WINDOW PERIOD" (WP) ILI "DIJAGNOSTICKI PROZOR"

Usprkos svim postupcima koji se poduzimaju, uvijek postoji mogucnost prijenosa zaraznih

bolesti. Prijenos uzro¢nika zaraznih bolesti transfuzijom je mogu¢ u vrijeme "window period-

a“. WP je vrijeme od infekcije do pozitivhog rezultata testa pretrazivanjem. Razli¢it je za

seroloska i molekularna testiranja (1).

Razlika u trajanju WP-a vidljiva je iz Tablice 2 (prema HZTM-u za sve transfuzijske sluzbe u

RH).

Tablica 2. Prosje¢ne vrijednosti WP-a za testove koji se koriste u ispitivanju davatelja krvi u

HZTM-u (1)

Test:

Prosjek WP u danima

Osjetljivost IU/mL

Triplex ID-NAT Grifols HIV-1 RNA

5-6 18,2-25,7
HCV RNA
3-4 4/5'617
HBV DNA
15 3,0-4,1
HBsAg 38 <0,13
Anti-HCV 60
HIV Ag/At 16
Anti-TP 21
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3.6. PROFILI DDK-a

Profili se davatelja odreduju nakon dobivanja kompletnih rezultata testiranja prema HZTM-u

za sve transfuzijske sluzbe u RH (1).

Profil A obuhvaca sve zarazene DDK kod kojih je potvrdnim testom dokazan virusni genom i
seroloski biljeg infekcije. Za hepatitis B virusnu infekciju: HBV-DNK/HBsAGQ, za hepatitis C
virusnu infekciju: HCV-RNK/anti-HCV te za HIV 1 infekciju: HIV1 RNK/anti-HIV1 ili anti-
HIV2/HIV p24 Ag. Davatelje se poziva na kontrolno testiranje i savjetovanje da bi bila
isklju¢ena moguca zamjena uzorka te kako bi dobili potrebne informacije o svom statusu.
Ujedno se davatelje informira o ponasanju u odnosu na svoju okolinu te o mogucnostima

lije¢enja. DDK s profilom A su trajno odbijeni za sljede¢a davanja krvi.

Profil B odgovara davateljima krvi koji se nalaze u ranoj fazi infekcije (,,window period*) ili
imaju okultnu hepatitis B virusnu infekciju (OBI). Oni se takoder pozivaju na kontrolno
testiranje kako bi se potvrdio nalaz molekularnog testa koji ¢e nam dati informaciju radi li se o
akutnoj infekciji ili kroni¢noj okultnoj infekciji. Davatelji tog profila kod kojih je molekularni

test u kontrolnom uzorku pozitivan, takoder se trajno odbijaju za davanje krvi.

Profil C ima razli¢ito znacenje za razliCite virusne infekcije i ishode kontrolnih testiranja.
Davatelji krvi s negativnim rezultatom ID-NAT testa u kontrolnom uzorku koji imaju
ponovljeno reaktivan rezultat seroloskog testa, a rezultat potvrdnog seroloskog testa je
negativan ili nejasan, smatraju se nezarazenima. Reaktivnost se smatra laznom bioloskom

reaktivnoscéu, ali se oni ipak trajno odbijaju za davanja krvi.
Tumacenje takvih rezultata razli¢ito je prema vrsti infekcije:

Profil C kod HIV-infekcije odgovara zaraZzenoj osobi pod antiretrovirusnom terapijom zbog
Cega virus nije dokaziv u krvi ili se radi o infekciji virusnom varijantom koju odabrani
molekularni test ne moze dokazati pa je u uzorku moguce dokazati samo HIV protutijela i
antigen. U sluc¢aju HBV-infekcije, profil C odgovara osobama koje su nositelji HBsAg-a ¢iji
pozitivan rezultat anti-HBc testa govori da se radi o prisutnosti virusa u stanicama jetre,
hepatocitima. Virus se nalazi u obliku kruzne zatvorene kovalentne DNA (cccDNA), dok se
istovremeno ne moze dokazati u krvi bilo iz razloga Sto ga nema ili se nalazi u koncentracijama
koje su ispod praga detekcije molekularnog testa i koji iz tih razloga ne moze dokazati njegovu

prisutnost.
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U sluc¢aju HCV-infekcije, profil C se odnosi na osobe koje su imale kontakt s virusom

hepatitisa C i koje su ga uspjele eliminirati ili s osobama s intermitentnom HCV viremijom.

Davatelji krvi ¢iji je rezultat ID-NAT testa negativan s potvrdeno pozitivnim ponovljenim

rezultatom seroloskog testa i u kontrolnom uzorku, takoder se trajno odbijaju.

Tablica 3. Tumacenje rezultata NAT i HBsAg testa (prema HZTM-u za sve transfuzije u RH)

(1)
Potvrdni test: Profil A Profil B Profil C
HBV-DMNA Pozitivan | Pozitivan Negativan
Pozitivan
HBsAg potvrdni test ) o )
- (Radi se po | Neradise Pozitivan ili Negativan
(neutralizacija) )
potrebi)

Negativan | Negativan
Anti-HBc test g g Negativan ili pozitivan

ili pozitivan |ili pozitivan

Alternativni HBsAg
test
Tumacenje: Ako je alternativni HBsAg test pozitivan i
Dokazana je|Dokazana je| anti-HBc pozitivan, radi se o nosilastvu
zaraza HBV. | zaraza HBV HBsAg. Virus je u jetri i moguca je
intermitentna viremija. Davatelj je

Pozitivan | Negativan MNegativan ili pozitivan

potencijalno zarazan i oznacava se

Bl | eims | Siframa: B3 - kada je anti-HBC IgM
itra: Siframa: B3 - kada je anti-
Akutnaantiy o we itivan i B4- k dJ je anti HB ?M
ozitivan i B4 - kada je anti HBc
uecigm | . | F 4l &
o infekcija negativan
pozitivan - — -
Ako je alternativni HBsAg test negativan,
SifrazB2 | Sifra: B6 anti-HBc test pozitivan; radi se o
Kronicna (OBI) prokuZenosti s HBV; Sifra: K/DB1

anti-HBc Okultna | Ako je alternativni HBsAg test negativan
lgM HBV i anti-HBc test negativan sumnja se na
negativan | infekcija | laZno pozitivan HBsAg test; Sifra: K/DF
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Tablica 4. Tumacenje rezultata NAT-a i anti-HCV testa (prema HZTM-u za sve transfuzije u

RH) (1)
Potvrdnitest  |Profil A Profil B Profil C
HCV-RNA Pozitivan Pozitivan Negativan
Anti-HCV IBtest |Pozitivan Negativan Pozitivan
Tumacenje: e (1 Sifra: C2 - Razrije3ena zaraza virusom HC.
' . . Moguca je intermitentna viremija.
Dokazana | Sifra C1/C4iSifra sl _ i J
. Davatelj potencijalno zarazan
araza | C5:Zarazavirusom ——= : -
_ N Sifra: C3 - nejasan potvrdni IB test
virusom | hepatitisa C u WP — - P
ifra: L/DF - negativan potvrdni IB test,
hepatitisa C 8 P

laino pozitivan seroloski test

Tablica 5. Tumacenje rezultata NAT-a i HIV Ag/Ab testa (prema HZTM-u za sve transfuzije u

RH) (1)
Potvrdni test | Profil A Profil B Profil C
NAT-HIVI-RNA  |Pozitivan Pozitivan Negativan
HIV1,2 Ag/At IB test |Pozitivan Negativan | Pozitivan/indeterminantan/negativan
Tumacenje: Sifra:A2 B pozitivan: dokazana zaraza
Shanl | HIV-om. Moguca virusna varijanta ili HIVA
Sifra: AL/A4 2 infekeija li je davatelj pod HAART
Dolezané Zaraza HIV-om u ferapijom
zaraza HIV- -
o WP Sifra: M/A3 IB indeterminantan test
Sifra: M/DF 1B Negativan potvrdni laino
pozitivan seroloski test
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3.7. ISKLJUCIVANJE I OBAVJESTAVANJE DOBROVOLJINOG DAVATELJA

Svaka je donacija koja je prema algoritmu seroloskog i molekularnog testiranja uzoraka Krvi
proglasena pozitivnom na neki od uzro¢nika krvlju prenosivih bolesti, upisom je rezultata u “e-
Delphyn™ i validacijom istog, proglasena pozitivnom te joj se automatski pridruzuje oznaka
"odbijeno”. Takva donacija je izdvojena, oznac¢ena nesukladnom i poslana na uniStavanje
infektivnog otpada, koje je propisano Zakonom o odrzivom gospodarenju otpadom i
Pravilnikom o vrstama otpada. Redoslijed postupaka s nesukladnom, infektivnom donacijom

ima svoj pisani trag.

Nakon isklju¢ivanja donacije krvi, dobrovoljnog davatelja krvi smo obavijestili o spoznajama
vaznim za njegovo zdravlje. Uobi¢ajenim nac¢inom, pismom, davatelj je upucen na postupke
koje je potrebno uciniti ili je pozvan na savjetovanje o zdravlju. Pismo u kojem je davatelj
obavjesten o dokazanoj prisutnosti uzro¢nika krvlju prenosivih bolesti, uru¢eno je davatelju
osobno u savjetovalis§tu. Na osnovi vaze¢ih zakona RH, u sklopu "e-Delphyn-a" nalazi se
zbirka pisama davateljima krvi prema kojoj je svakom davatelju, na osnovu rezultata testiranja,

poslano odgovarajuce pismo.

Svako pismo daje informacije DDK-u §to se od njega zahtjeva, procjenu nuznosti postupanja
prema primljenoj obavijesti, upucuje ga na osobu u transfuzijskoj ustanovi koja je pismo
poslala i moguénost kontakta (radno vrijeme, broj telefona i adresu). Svako pismo je potpisano
od odgovorne osobe, sadrzava zig ustanove, pravovremeno je poslano, to¢no adresirano i slanje
pisma je evidentirano. Pisma koja su imala oznaku "URUCITI OSOBNO" nisu poslana
postom, vec su Se osobno urucila davatelju. Slanje pisma poStom moze i¢i isklju¢ivo na zahtjev
davatelja. Cijeli je postupak odraden prema preporukama u Zbirci pisama davateljima krvi

sadrzane u "e-Delphyn" ra¢unalnom programu za rad u transfuzijskoj djelatnosti (27).
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Tablica 6. Popis pisama e-Delphyn programa s pripadaju¢im brojem obrasca i na¢inom

urucivanja (prema HZTM-u za sve transfuzijske sluzbe u RH) (1)

Sifra , .
) Pisma prema rezultatima NAT i seroloZkih testova Maéin Obrazac
pisma
HEBV
TRAJNO ODBUEN ZBOG AKUTNE HBY INFEKCIIE -
Bl B o ] - Uruéiti osobno OB-705
HBV-DNA pozitivan/HBsAg pozitivan/antiHBc IgM pozitivan
TRAJNO ODBIJEN ZBOG KRONICNE HBV INFEKCIJE .
B2 N o ) ) Uruéiti osobno OB-425
HBV-DMA pozitivan/HBsAg pozitivan/anti-HBc IgM negativan
TRAING ODBIJEN ZBOG NOSILASTVA HBsA
B3/B4 >8 Uruiiti osobno | OB-686
HBV-DNA negativan/HBsAg pozitivan/anti-HBc pozitivan
TRAJNO ODBLEN ZBOG HEV INFEKCLIE U WINDOW PERICDU i
BS Urutiti osobno 0OB-234
HBV-DNA pozitivan/HBsAg negativan/anti-HBc negativan
BG TRAINO CJ[JB_IJ_EN ZBOG GKULTN_E HEBW IN_FEKCIJE {QFI} PoZtom OB-236
HBV-DNA pozitivan/HBsAg negativan/anti-HBc pozitivan
DB TRAJNO ODBIJEN ZBOG ATIFICNOG HEV PROFILA PoZtom 0B-232
HBV-DNA negativan/HBsAg pozitivan/anti-HBc negativan
TRAJNC ODBUEN ZBOG DAVNOG KONTAKTA 5 HBV HBV-DNA i
DBl |HBsAg negativan/anti-HBc pozitivan/otkrije se sluéajno kroz trace- Postom OB-430
back ili testiranjem davatelja na anti-HBc
PRIVREMENA ZABRANA DAVALIA KRVI
K POZIV NA KONTROLNO TESTIRAMNJE ZBOG NEPOTVRDENE HBsAZ Poitom OB-429
REAKTIVNOSTI
Sifra . ) ] . .
] Pisma prema rezultatima NAT i serologkih testova Matin Obrazac
pisma
HCW
c1 TRAINO ODEBIJEN ZBOG INFEKCIIE VIRUSOM HEPATITISA C Uruiiti osobno OB-476
HCWV-RMNA i anti-HCV potvrdeno pozitivan
2 TRAINO QDBIEN ZBOG DAVMNOG KONTAKTA 5 HCW Uruiiti osobno OB-240
HCV-RNA negativan/anti-HCV potvrdeno pozitivan
3 TRAINO ODEBIJEM ZBOG MEJASNOG anti-HCW POTWVRDMOG TESTA PoEtom 0B-478
HCV-RNA negativan/anti-HCV IB indeterminantan
ca TRAINO ODBIJEN ZBOG HCV INFEKCIE U "WINDOW PERIODU Uruiiti osobno OB-764
HCV-RNA pozitivan/anti-HCV negativan (izostanak serokonverzije)
TRAINO ODEBIJEM ZBOG OKULTME HCV IMFEKCIIE
C53 | HCV-RNA pozitivan/bez naknadne anti-HCV serokonverzije (anti- Uruciti osobno OB-241
HCV u kontrolnom uzorku negativan)
PRIVREMENA ZABRANA DAVANIA KRVI
L POZIV NA KONTROLMO TESTIRAMIE ZEOG MEPOTVRBDEME anti-HCV Poitom OB-683
REAKTIVMNOSTI
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Sifra . .
] Pisma prema rezultatima NAT i serolo3kih testova Macin Obrazac
pisma
HIV
TRAIMO ODBIJEN ZBOG HIV INFEKCIUE _
Al O ] N Urutiti osobno
HIV-RNA pozitivan/anti-HIV pozitivan 0B-631
TRAIMO ODBIJEN ZBOG HIV INFEKCIUE _
A2 Uruéiti osobno
HIV-RNA negativan/anti-HIV potvrdeno pozitivan
A3 TRAINO QDEBIJEN ZBOG NEJASNOG anti-HIV POTVRDNOG TESTA Poitom OB-436
HIV-RNA negativan/anti-HIV indeterminantan
TRAJNO ODBIJEN ZBOG HIV INFEKCIE U "WINDOW PERIODU" _—
Ad o ] ] Urutiti osobno OB-257
HIV-RNA pozitivan/anti-HIV negativan
PRIVREMEMA ZABRANA DAVANIA KRVI
Y POZIV NA KONTROLNO TESTIRAMNIE ZBOG MEPOTWVRBENE anti-HIV Poitom OB-b682
REAKTIVNOSTI
Sifra ) ) ] .y ..
] Pisma prema rezultatima MAT i serolo3kih testova Maéin Obrazac
pisma
Sifilis
51 TRAIMO OBLEM ZBOG AKUTMNE SIFILIS INFEKCIIE Uruéiti asobno 0B-351
Anti-TPIB i Anti-TP IgM i RPR pozitivan
59 TRAIJMO QDEIJEN ZBOG DAVNE SIFILIS INFEKCIIE Uruéiti osobno OB-685
Anti-TP IB pozitivan/Anti-TP 1gM i RPR negativan
53 TRAIJNO ODBIIEN ZBOG MEJASMNOG anti-TP POTVRDNOG TESTA PoZtom 0B-431
anti-TP IB indeterminantan
PRIVREMEMNA ZABRAMA DAVAMNIA KRVI POZIV NA KONTROLMNO .
N i Postom OB-084
TESTIRANIE ZBOG NEPOTWVREBENE anti-TP REAKTIVMNOSTI
Sifra . ) ] Y ..
] Pisma prema rezultatima MAT i serolo3kih testova Maéin Obrazac
pisma
Ostala/zajednitka pisma vezana uz HIV, HBY, HCV i SIF
PRIVREMENA ZABRANA DAVANIA KRVI
POZIV NA PONOVMNO KONTROLMO TESTIRANIE KROZ 3-12 MIESECI
KLMM ZBOG PONOWVLENIH NEPOTVRBENIH REAKTIVNOSTI U Postom 0B-432
SEROLOSKIM TESTOVIMA (K=HBsAg, L=anti-HCV, M=anti-HIV,
MN=anti-TP)
OBAVIJEST O PONOVNOM UKUUCIVANIU U DAVALASTVO 1=ZBOG
1-5 HIV-a, 2=ZB0G HBV-a, 3=ZB0OG HCV-3, 4=7B0OG SIFILISA, 5=ZBOG Poitom OB-433
OTKLOMNIEME SUMMIE NA PRIUIENOS INFEKCIIE MA PRIMATELA
o POZIV DAVATELIU U SAVJETOWVALISTE AQ({HIV), BO{HBV), CO{HCV), PoEtom OB-477
SO(SIF), O(OBI), O1{ID-NAT IR, anti-HBc+)
PRIVREMENA ZABRANA DAVANIA KRVI POZIV NA KONTROLNO
H TESTIRAMIE ZBOG SUNMMIE NA PRUENOS INFEKCILE MNA Postom OB-434
PRIMATELIA/TRACE-BACK POSTUPAK
DE TRAIJNO ODEBIENI ZBOG PONG":"L.IENE MESPECIFICME Poftom OB-706
REAKTIVMNOSTI SEROLOSKIH TESTOWVA
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4. REZULTATI

U Klinickom zavodu za transfuzijsku medicinu Klinickog bolni¢kog centra Osijek, Odjelu za
serolosku i imunohematoloSku dijagnostiku davatelja krvi, od 1.10.2014. do 30.9.2015.,
probirnim seroloskim enzimskim imunotestovima testirano je ukupno 28 263 uzoraka

donacija krvi dobrovoljnih davatelja krvi.

Inicijalnim seroloskim testiranjem dobiveno je ukupno 175 reaktivnih donacija, nakon
retestiranja ukupno 103. Ukupan broj lazno reaktivnih rezultata u odnosu na broj inicijalno
reaktivnih rezultata iznosi 72. Broj i postotak lazno reaktivnih rezultata, prema testovima, u

odnosu na broj inicijalno reaktivnih rezultata opisani su u Tablici 7.

Tablica 7. Broj lazno reaktivnih rezultata nakon retestiranja seroloskim probirnim testovima

) Broj lazno
Broj IR* na Broj RR+ o
) reaktivnih
ukupan broj (u odnosu na _
N _ (u odnosu na broj
donacija broj IR* u %)
IR* u %)
HBV 68 (0,241) 32 (47,06) 36 (52,94)
HCV 36 (0,127) 23 (63,53) 13 (36,47)
HIV 46 (0,163) 30 (65,22) 16 (34,78)
Sifilis 25 (0,088) 18 (72,00) 7 (28,00)
Ukupno 175 (0,619) 103 (58,86) 72 (41,14)

* inicijalno reaktivni

T retestirano reaktivni

27
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Ukupan broj od 72 lazno reaktivna rezultata u odnosu na ukupan broj uzoraka testiranih

seroloskim testovima (28 263) iznosi 0,25 %. Brojevi i postotci lazno reaktivnih rezultata

nakon probirnog seroloskog testiranja, prema testovima, opisani su u Tablici 8.

Tablica 8. Broj lazno reaktivnih rezultata nakon probirnog seroloskog testiranja

Broj IR* Broj lazno | lazno reaktivni uzorci
(u odnosu na reaktivnih u odnosu na ukupni
ukupni broj broj uzoraka u %
uzoraka u %)
HBsAg 68 36 0,13
Anti-HCV 36 13 0,05
HIV Ag/At 46 16 0,06
Anti-TP 25 7 0,03
Ukupno 175 72 0,25

* inicijalno reaktivni

Usporedbom rezultata seroloski retestiranih reaktivnih uzoraka i uzoraka testiranih s ID-NAT-

om i potvrdnim seroloskim testom dobiven je ukupni broj od pet stvarno reaktivih uzoraka.

Ukupan broj stvarno reaktivnih rezultata u odnosu na broj retestirano reaktivnih uzoraka u

postotku iznosi 4,85 %, a na ukupan broj testiranih uzoraka 0,018 %. Broj i postotak

stvarno reaktivnih rezultata nakon probirnog i potvrdnog seroloskog testiranja te ID-NAT-a

prema testovima, opisan je u Tablici 9.
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Tablica 9. Stvarno reaktivni rezultati

Stvarno reaktivni rezultati
RR* serologija broj ID- broj potvrdni | U odnosu na U odnosu na
test NAT test reaktivni | br.RR* u % | ukupan broj u %
reaktivnih
HBV 32 (0,113) 3 3 9,38 0,011
HCV 23 (0,081) 1 1 4,35 0,004
HIV 30 (0,106) 0 0 0 0

Sifilis 18 (0,064) NR 1 5,56 0,004
Ukupno 103 (0,364) 4 5 4,85 0,018

* retestirano reaktivni
ukupan broj uzoraka: n=28263

T nije raden

Ukupan broj lazno reaktivnih rezultata u odnosu na broj retestirano reaktivnih uzoraka iznosi
95,15 %, a na ukupan broj testiranih uzoraka 0,347 %. Broj i postotak lazno reaktivnih
rezultata nakon probirnog i potvrdnog serolosSkog testiranja te ID-NAT-a prema testovima,

opisan je u Tablici 10.

Tablica 10. Lazno reaktivni rezultati

Lazno reaktivni
rezultati

RR* serologija broj lazno U odnosu na U odnosu na

reaktivnih br.RR uzoraka ukupan broj

test u% uzoraka u %
HBV 32 29 90,625 0,11
HCV 23 22 95,65 0,078
HIV 30 30 100 0,11
Sifilis 18 17 94,44 0,064
Ukupno 103 98 95,15 0,347

* retestirano reaktivni

ukupan broj uzoraka: n= 28263

ZavrSetkom probirnog i potvrdnog seroloskog testiranja te ID-NAT-a i diskriminacijskih

molekularnih testiranja usporedili smo dobivene rezultate DDK-a prema uzro¢nicima.

Rezultati svih testiranja opisani su u Tablicama 11, 12 i 13.
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4. Rezultati

Tablica 11. Usporedba rezultata seroloske i molekularne dijagnostike za HBV
Seroloska dijagnostika Molekularna dijagnostika
HBsAg Potvrdni HBV test ID-NAT dHBV
uzorak br. 1 REAKTIVAN REAKTIVAN REAKTIVAN | REAKTIVAN
uzorak br. 2 REAKTIVAN REAKTIVAN REAKTIVAN | REAKTIVAN
uzorak br. 3 REAKTIVAN REAKTIVAN REAKTIVAN NR*
uzorak br. 4 nereaktivan NR* REAKTIVAN | REAKTIVAN
uzorak br. 5 nereaktivan NR* REAKTIVAN NR*
Ukupno 3 3 5 3

* nije radeno

Tablica 12. Usporedba rezultata seroloske i molekularne dijagnostike za HCV

Seroloska dijagnostika Molekularna dijagnostika
Anti-HCV Potvrdni HCV | ID-NAT dHCV
test
uzorak br. 6 REAKTIVAN | REAKTIVAN | REAKTIVAN | REAKTIVAN
Ukupno 1 1 1 1

Tablica 13. Usporedba rezultata seroloske probirne i potvrdne dijagnostike za sifilis

Seroloska dijagnostika
Anti-TP Potvrdni . _
) Nema molekularne dijagnostike
anti-TP test
uzorak br. 7 REAKTIVAN REAKTIVAN
Ukupno 1 1
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Od 30 uzoraka retestirano reaktivnih u HIV Ag/At probirnom seroloskom testu, niti jedan
uzorak nije dao reaktivan rezultat u seroloSkom potvrdnom testu, niti u probirnom

molekularnom ID-NAT-u.

Usporedbom dobivene i propisane specificnosti testa dokazali smo da se vrijednost dobivenih
specifiCnosti testova nalazi u rasponu deklariranom od strane proizvodaca. Ovim smo
podatcima potvrdili nalaze validacijskog izvjeS¢a o probirnim seroloskim enzimskim
imunotestovima koji su u uporabi. U Tablici 14. navedene su dobivene i propisane

specifi¢nosti testova.

Tablica 14. Usporedba dobivene i propisane specifi¢nosti testa

brot lazno lazno dobivena propisana
test reathivnih* reaktivni | specifi¢nost testa | specifi¢nost testa
u %* u % u %
HBsAg 29 0,11 99,89 99,28 - 99,92
anti-
HCV 22 0,078 99,92 99,88 - 100
HIV
Ag/At 30 0,11 99,89 99,78 -99,95
anti-TP 18 0,064 99,94 99,88 - 100

* na ukupan broj testiranih: n=28263

Privremeno ili trajno isklju¢ivanje davatelja iz baze davatelja, odnosno, obavjeStavanje
davatelja o dobivenim rezultatima opisano je u Tablici 15. Tablica je radena prema
algoritmima evaluacije davatelja sa seroloskom i molekularnom reaktivno$éu za svaki test.
Prema dobivenim rezultatima nakon kontrolnog testiranja, davatelju je odreden profil (Profili
DDK, str. 28.).
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Tablica 15. Privremeno ili trajno odgodeni davatelji

Priviemeno | Nijese | Trajno PROFIL
odgodeni odazvao | odgodeni A B C
HBV 10 2 5 2 1 2
HIV 3 0 0 0 0 0
Sifilis 6 1 5 0 0 c
Opis profila:

4. Rezultati

Profil A - obuhvaca sve zarazene DDK kod kojih je potvrdnim testom dokazan virusni genom

i seroloski biljeg infekcije.

Profil B - odgovara davateljima krvi koji se nalaze u ranoj fazi infekcije (,,window period®) ili

imaju okultnu hepatitis B virusnu infekciju (OBI).

Profil C - ima razli¢ito znaCenje za razliCite virusne infekcije i ishode kontrolnih testiranja.

Detaljan opis profila C nalazi se u odjeljku 3.2. METODE, str. 28.
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5. RASPRAVA

Cilj ovog rada bio je probir pozitivnih doza krvi obveznim serolo$kim probirnim testiranjem
na uzro¢nike hepatitisa B, hepatitisa C, HIV bolesti i sifilisa od 1.10.2013. do 30.9.2014.
Koriste¢i seroloske enzimske imunotestove probirno su testirana 28 263 uzorka na sva Cetiri
navedena uzro¢nika. Svrha probirnog testiranja bila je izdvajanje reaktivnih i suspektnih
donacija iz baze prikupljenih donacija. 1z tog su razloga koristeni probirni testovi visoke
osjetljivosti koji su nam sa sigurno$¢u izdvojili stvarno reaktivne uzorke, ali i uzorke koji su

bili slabo reaktivni, grani¢nih vrijednosti ili su na bilo koji na¢in davali nejasne rezultate.

Rezultati probira, prikazani u Tablici 7., pokazuju broj lazno reaktivnih rezultata nakon
retestiranja seroloskim probirnim testovima. Na ukupan broj testiranih uzoraka (28 263) broj
lazno reaktivnih rezultata nakon retestiranja seroloskim probirnim testovima krece se u
rasponu 0,03 - 0,13 %, ovisno o testu, HBV 36 (0,13 %), HCV 13 (0,05 %), HIV 16 (0,06 %)
i sifilis 7 (0,03 %). Ukupan broj lazno pozitivnih rezultata na ukupan broj testiranih iznosi
0,25 %.

Broj ponovljeno reaktivnih seroloskih rezultata u nasem Klinickom zavodu za navedeno
razdoblje ukupno iznosi 0,364 % (HBV 0,113 %, HCV 0,081 %, HIV 0,106 %, sifilis 0,064
%). Za usporedbu, u 2013. godini u RH broj ponovljeno reaktivnih seroloskih rezultata
iznosio je ukupno 0,318 %, (HBV 0,044 %, HCV 0,098 %, HIV 0,044 %, sifilis 0,133 %). 1z
tih se podataka moze zakljuciti da je postotak ponovljeno reaktivnih rezultata za HCV
podjednak na razini naseg Klini¢kog zavoda i RH, dok je za HBV i sifilis ne$to nizi u nasem
Klinickom zavodu u odnosu na RH, a za HIV je visi na razini Klini¢ckog zavoda u odnosu na
razinu u RH (28).

Broj retestirano reaktivnih (RR) rezultata manji je od broja inicijalno reaktivnih (IR) $to se
moze povezati s velikom osjetljivoscu testa, kvalitetom uzorka te njegovom pripremom. Prije
svakog testiranja provjerena je kvaliteta serumskih uzoraka (je li uzorak dobro koaguliran, bez
prisutnosti fibrina ili fibrinskih niti. Lipemiéni, ikteri¢ni ili hemolizirani uzorci nisu

zadovoljavali kriterije za testiranje zbog moguceg utjecaja na rezultat testiranja.

Prema broju lazno reaktivnih rezultata, cilj nam je bio dokazati nalazi li se vrijednost
dobivene specifi¢nosti testa u rasponu navedenih specifi¢nosti za svaki test pojedinac¢no. S
obzirom na to da su Koristene tri platforme testova, specifi¢nost je izrazena u obliku raspona.
U Tablici 14., Usporedba dobivene i propisane specificnosti testa, dokazano je da se
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5. Rasprava

vrijednost dobivenih specifi¢nosti testova nalazi u rasponu propisanih specificnosti za svaki
od testova. Tim podatcima potvrdeni su nalazi validacijskog izvje$¢a seroloSkih probirnih
testova u uporabi. To je vrlo vazan pokazatelj ocjene koriStenja testova odnosno oOcjene

kvalitete i sigurnosti rada laboratorija.

Rezultati potvrdnog seroloskog testiranja navedeni su, za usporedbu, uz rezultate ID-NAT
testiranja i rezultate retestirano reaktivnih seroloskih testova u Tablicama 11., 12. i 13.:

Usporedba rezultata seroloske i molekularne dijagnostike za HBV, HCV i HIV1.

U nasem Klini¢kom zavodu od 1.10.2013. do 30.9.2014. godine, broj ukupno reaktivnih
potvrdnih rezultata iznosio je 0,018 % (HBV 0,011 %, HCV 0,004 %, sifilis 0,004 %, HIV
reaktivnih nije bilo). Za usporedbu, u 2013. godini u RH broj ukupno reaktivnih potvrdnih
rezultata iznosio je 1,022 %, (HBV 0,008 %, HCV 1,008 %, HIV 0,002 % te sifilis 0,004 %
(28). 1z usporedbe je zakljuceno da je postotak ukupno reaktivnih rezultata u nasem
Klini¢kom zavodu nizi od postotka ukupno reaktivnih rezultata u RH. Jedan od razloga
priblizne stope incidencije HBV-a je probir davatelja Osjecko-baranjske Zupanije proveden
prije nekoliko godina na anti-HBc. S obzirom na to da je anti HBc najdugotrajniji marker
HBYV infekcije koja je prosla, isto je tako i pokazatelj trenutne akutne ili kronicne HBV
infekcije te je njegov probir preporucen u nekoliko zemalja u kojima je prevalencija hepatitisa
B niska poput Kanade, Francuske, Njemacke i Sjedinjenih Ameri¢kih Drzava u svrhu
detekcije davatelja inficiranih HBV-om (29). Reaktivan anti HBc uz nisko detektabilnu ili

nedetaktabilnu HBV-DNK u uzorku jedan je od glavnih pokazatelja OBI-a.

Istovremeno, uz serolosko probirno i potvrdno testiranje provedeno je i inicijalno
molekularno ID-NAT testiranje u HZTM-u svih uzoraka prikupljenih u RH. Od ukupno
147664 uzorka testirana ID-NAT-om i diskriminacijskim testovima, ukupno je bilo 40 (61)
retestirano reaktivnih donacija, 30 HBV-DNK (0,020 %), 7 HCV-RNK (0,004 %) i 3 HIV1-
RNK (0,002 %). Uz to ID-NAT-om detektirana je i 21 OBI (0,01 %). Tablica 9. prikazuje
stvarno reaktivne rezultate nakon ID-NAT-a i potvrdnih seroloskih testiranja (u uzorcima
prikupljenih donacija u Klinickom zavodu za transfuzijsku medicinu KBC-a Osijek). Od
ukupnog broja donacija uzorcima naSeg Klinickog zavoda pripadaju 28263 donacije od kojih
su tri donacije pozitivne na HBV-DNK (0,011 %), jedna donacija pozitivha na HCV-RNK
(0,004 %) te jedna donacija pozitivna na OBI (0,004 %). Usporedbom dobivenih rezultata
vidljivo je da su prevalencije HBV-a i HIV-a vece na razini RH nego u nasem Klini¢kom

zavodu, dok je prevalencija HCV-a na istoj razini.

34



5. Rasprava

Prevalencija HBV-a je ve¢a u odnosu na prevalenciju HCV-a, HIV-a i sifilisa kako na

podrucju RH tako i u podrucju naseg Klinickog zavoda.

Za usporedbu, HBV je u 2010. godini naj¢eS¢e otkriven uzroc¢nik kod davatelja krvi u
Ujedinjenom Kraljevstvu i ¢ini skoro tre¢inu pozitivnih (30). Procijenjeni rezidualni rizik za
transfuzijom prenesenu HBV infekciju i u Sjedinjenim Americkim Drzavama je primjetno

veci nego za HCV ili HIV (31).

U osoba koje prvi put doniraju krv, prevalencija HBsAg-a nosilastva je vrlo niska i u
kontinuiranom smanjenju. Krajem devedesetih godina prevalencija HBsAg-a nosilastva kod
prvih dobrovoljnih davatelja krvi bila je 0,4 %, a zadnjih nekoliko godina je oko 0,1 %.
Seroprevalencija anti-HCV protutijela u osoba koje prvi puta dobrovoljno doniraju krv u
Hrvatskoj je krajem devedesetih godina proslog stoljeca iznosila oko 0,2 % te je u

kontinuiranom blagom padu, tako da je zadnjih godina iznosila oko 0,1 % (32).

Kod sifilisa, koji za razliku od HBV-a, HCV-a i HIV-a nema molekularnu dijagnostiku,
evaluacija sifilis reaktivnog uzorka radena je prema potvrdnom seroloskom testu koji je u
jednom uzorku od ukupno 18 testiranih bio reaktivan (0,004 %) sto je jednako prevalenciji na
razini RH.

Jednako vazan zadatak uz otkrivanje je i privremeno ili trajno iskljuc¢ivanje DDK-a iz baze
DDK-a, odnosno obavjestavanje DDK-a 0 dobivenim rezultatima. Cijeli postupak
obavjesStavanja 1 isklju¢ivanja DDK-a sluzi u svrhu privremene ili trajne odgode za buduca

davanja krvi.

Od 10 privremeno odgodenih DDK-a zbog HBV reaktivnog ili suspektnog rezultata nakon
kontrolnih testiranja, samo je njih 5 dobilo trajnu odgodu. Dva DDK-a pripadaju profilu A,
jedan profilu B i dva profilu C. Dva se DDK-a nisu odazvala na pismo o privremenoj odgodi.
Dva su DDK-a vra¢ena u davalastvo, a jedan je davatelj ponovo naru¢en na kontrolno

testiranje.

Od Sest privremeno odgodenih DDK-a zbog HCV reaktivnog ili suspektnog rezultata nakon
kontrolnog testiranja, jedan je DDK dobio trajnu odgodu i pripada profilu A, dok su dva
DDK-a trajno odgodeni jer pripadaju profilu C zbog nejasnog potvrdnog testa i nespecificne

reakcije.
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Od tri privremeno odgodenih DDK-a zbog HIV suspektnog nalaza, dva su DDK-a vra¢ena u

davalastvo, a jedan je pozvan na kontrolno testiranje.

Od Sest privremeno odgodenih DDK-a zbog suspektnog anti-TP testa, njih je pet dobilo trajnu
odgodu zbog nespecifi¢ne reakcije, profil C, a jedan se DDK nije odazvao obavijesti.

Veliki problem predstavljaju davatelji koji se iz nepoznatog razloga ne odazivaju na pisma
koja su im poslana. Svrha tih pisama je stalna briga o zdravlju davatelja.

Razlika seroloske i molekularne dijagnostike nije samo u principu testa, vrsti uzorka ve¢ i u
¢injenici da je WP za seroloske testove znatno duzi od WP-a ID-NAT-a. Prema Tablici 2.,
Prosjeéne vrijednosti WP-a za testove koji se koriste u ispitivanju davatelja krvi, mozemo
zakljucéiti da su smanjenjem WP-a koje smo dobili uvodenjem ID-NAT testa porasle kvaliteta

I sigurnost transfuzijskog lijecenja.

ID-NAT i diskriminacijski testovi vrlo su korisni u rjesavanju lazno reaktivnih rezultata
donacija dobivenih seroloskim metodama §to je jako vazno za obavijeStavanje i savjetovanje

davatelja (32).
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6. ZAKLJUCCI

Temeljem provedenog istrazivanja i dobivenih rezultata mogu se izvesti sljede¢i zakljucci:

- Od 1.10.2014. do 30.9.2015. u Klinickom zavodu za transfuzijsku medicinu Klinickog
bolnickog centra Osijek, izvrSen je probir uzoraka donacija DDK na uzro¢nike hepatitisa B,
hepatitisa C, HIV bolesti i sifilisa testiranjem 28 263 uzoraka krvi donacija. U probirnom
seroloskom testiranju koriStene su metode i testovi zadnje generacije koji su u skladu s

propisanim zakonom Republike Hrvatske.

- U Klini¢kom zavodu ukupno su bila 103 (0,364 %) retestirano reaktivna seroloSka rezultata.
Od toga 32 (0,113 %) pripada HBV-u, 23 (0,081 %) HCV-u, 30 (0,106 %) HIV-u te 18 (0,064
%) sifilisu. Na razini RH, ukupno su bila 583 (0,318 %) retestirano reaktivna seroloska
rezultata. Od toga 80 (0,044 %) pripada HBV-u, 180 (0,098 %) HCV-u, 80 (0,044 %) HIV-u
te 243 (0,133 %) sifilisu.

- Ukupna je prevalencija uzro¢nika zaraznih bolesti prenosivih krvlju, nakon retestiranja istim
testom, u nasem Klini¢kom zavodu u odnosu na RH sli¢na, dok je prema uzro¢nicima, na
razini RH i naseg Klinickog zavoda podjednaka kod HCV-a. HBV i HIV imaju vecu

prevalenciju u nasem Klini¢kom zavodu, dok sifilis ima veéu prevalenciju na razini RH.

- Na razini Klinickog zavoda ukupan broj lazno reaktivnih uzoraka iznosio je 72 (0,25 %). Od
toga 36 (0,13 %) pripada HBV-u, 13 (0,05 %) HCV-u, 16 (0,06 %) HIV-u i 7 (0,03 %)
sifilisu. Uz pomoc¢ retestirano lazno reaktivnih rezultata potvrdili smo specificnost testa i na

taj nacin potvrdili nalaze validacijskih izvijes¢a svakog pojedinog testa.

- U Klini¢kom zavodu ukupno je bilo 5 (0,018 %) stvarno reaktivnih seroloskih rezultata. Od
toga 3 (0,011 %) pripada HBV-u, 1 (0,004 %) HCV-u te 1 (0,004 %) sifilisu, dok HIV-a nije
bilo. Na razini RH ukupno je bilo 41 (0,022 %) stvarno reaktivnih seroloskih rezultata. Od
toga 15 (0,008 %) pripada HBV-u, 14 (0,008 %) HCV-u, 4 (0,002 %) HIV-u i 8 (0,004 %)
sifilisu.

- Prema rezultatima potvrdnih seroloskih testova, ukupna je prevalencija te prevalencija
HBV-a, HCV-a i sifilisa slicna u naSem Klinickom zavodu i u RH, dok je prevalencija HIV-a

viSa u RH u odnosu na na$ Klini¢ki zavod u kojem nismo imali slu¢ajeva HIV-a.
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- Prevalencija HBV reaktivnih u Klinickom zavodu od 0,011 % priblizna je prevalenciji HBV

reaktivnih u HR od 0,008 % iz razloga probirnog testiranja DDK-a na anti-HBc.

- Kod molekularne dijagnostike (ID-NAT i diskriminacijski testovi) prevalencija HBV-a u
nasem Klinickom zavodu (0,011 %) veca je od prevalencije HCV-a (0,004 %), HIV-a (0 %) i
sifilisa (0,004 %). Prevalencija HBV-a na razini RH (0,020 %) veca je od prevalencije HCV-a
(0,004 %), HIV-a (0,002 %) i sifilisa (0,004 %).

Prema rezultatima molekularne dijagnostike vidljivo je da je prevalencija HBV-a na razini
RH duplo ve¢a u odnosu na razinu naSeg Klini¢kog zavoda, dok su prevalencije HCV-a i
sifilisa podjednake. Prevalencije HIV-a na razini naseg Klini¢kog zavoda nema, a na razini

RH je u malom postotku.

- Obveznim seroloskim i molekularnim testiranjima na uzro¢nike zaraznih bolesti prenosivih
krvlju od 1.10.2014. do 30.9.2015. iz baze donacija izdvojeno je 25 donacija. Krv i krvni
pripravci (~ 75) pripravljeni iz tih donacija oznaceni su nesukladnima, izdvojeni iz baze
pripravaka za koriStenje i propisno zbrinuti. Pismom o privremenoj odgodi davatelji su
blokirani za daljnja davanja krvi do razrjeSenja statusa. Na taj je nacin direktno sprjecen
kontakt sa suspektnom ili reaktivhom donacijom i eventualni daljnji prijenos uzro¢nika
zaraznih bolesti prenosivih krvlju. U tom razdoblju 10 je davatelja trajno odgodeno i na taj je

nacéin povecana kvaliteta i sigurnost transfuzije krvi.

- Uvodenjem ID-NAT-a i diskriminacijskih testova smanjen je WP. Osjetljivost ID-NAT-a
100 % i specifi¢nost diskriminacijskih testova 100 %, mogucnost detekcije i umnoZavanja

vrlo malih koli¢ina uzro¢nika velike su prednosti molekularne dijagnostike.

Kombinacijom seroloSkog i molekularnog testiranja odnosno zbrojem  kvaliteta koje
pokazuju i jedna i druga vrsta testiranja, kao i uporabom transfuzijskog programa "e-
Delphyn" koji pridonosi standardizaciji u prikupljanju, obradi i koriStenju donacija krvi,

podignuta je kvaliteta i sigurnost transfuzijskog lijecenja.
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7. SAZETAK

Dragovoljno, besplatno i redovno davalastvo prvi su koraci u smanjenju rizika prijenosa
zaraznih bolesti prenosivih krvlju. Rigorozno, probirno i potvrdno serolosko testiranje
osjetljivim i visoko specifi¢nim testovima najnovijih generacija na trzistu, podizu kvalitetu i

sigurnost probirnog testiranja uzoraka donacija krvi.

Postotak retestirano reaktivnih seroloskih uzoraka od 1.10.2013. do 30.9.2014. u nasem
Klinickom zavodu priblizne je vrijednosti postotku retestirano reaktivnih seroloskih uzoraka
u 2013. godini u RH, dok je postotak reaktivnih potvrdnih uzoraka u nasem Klinickom
zavodu u istom razdoblju znatno manji od postotka reaktivnih potvrdnih uzoraka u RH u
2013. godini. Postotak retestirano reaktivnih uzoraka molekularnim metodama za HBV na
razini RH duplo je ve¢i u odnosu na razinu postotka naseg Klinickog zavoda, dok je postotak
HCV-a podjednak. Prisutnosti HIV-a na razini naseg Klinickog zavoda nema, a na razini RH

postotak je HIV-a nizak.

Uzrocnici zaraznih bolesti prenosivih krvlju predstavljaju globalni javnozdravstveni problem.
Uz veliku proSirenost, razlog su i1 veliki ekonomski troskovi lijecenja te veliki broj
komplikacija. Izdvajanjem reaktivnih, suspektnih ili nesukladnih donacija, evaluiranih prema
Postupku evaluacije doza i davatelja krvi prema rezultatima NAT-a i seroloskih testova u
transfuzijskoj djelatnosti RH, Klinicki je zavod za transfuzijsku medicinu Klinickog
bolni¢kog centra Osijek, Odjel za serolosku i imunohematolosku dijagnostiku davatelja krvi
poput svih ostalih Regionalnih centara i transfuzijskih sluzbi unaprijedio i standardizirao

postupke vezane za serolosku i molekularnu obradu prikupljenih donacija krvi.

Uvodenjem molekularne dijagnostike i novih visokospecificnih metoda, smanjenjem WP-a,
standardizacijom rada u laboratoriju, uvodenjem transfuzijskog programa e-Delphyn,
automatizacijom i umrezavanjem aparata s moguénoS$¢u automatskog prijenosa rezultata
testiranja, pridrzavanjem principa dobre laboratorijske prakse kao i pravilnom primjenom krvi
i krvnih pripravaka, smanjen je rizik prijenosa uzro¢nika zaraznih bolesti prenosivih krvlju na

primatelja i podignuta je razina kvalitete i sigurnosti transfuzijskog lijecenja.

Kljucne rijeci: seroloska, dijagnostika; ID-NAT; davatelj; donacija; transfuzija;
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Voluntary, free and regular donation are the first steps in reducing the risk of transmission
infectious diseases transmitted by blood. Rigorous, screening and affirmative serological
testing on a sensitive and highly specific tests of the latest generation of the market, improve

the quality and safety of screening tests samples of blood donation.

Percentage retest reactive serological samples for a period of 01. 10. 2013. — 30. 09. 2014. in
our Clinical Department approximate the value percentage retest reactive serologic samples in
2013 in Croatia, while the percentage of reactive confirmatory samples in our Clinical
Department in the same period is significantly lower than the percentage of reactive
confirmatory samples in Croatia in 2013. The percentage of reactive retest samples by
molecular methods for HBV at the national level was twice higher compared to the
percentage of our Clinical Institute while the percentage of HCV is equal. Presence of HIV at
the level of our Clinical Department not exists and the national level the percentage of HIV is

low.

Infectious agents transmitted blood is a global public health problem. Also, the reasons are,
with a large extent, the huge economic costs of treatment and a large number of complication.
By separating reacitive, suspected or non-conforming donations, evaluated according to The
evaluation process dose and blood donors according to the results of NAT and serological
tests in transfusion activities of Croatia, the Institute for Clinical Transfusion Medicine
Clinical Hospital Osijek, Department of serological and immunohaematological diagnostic
blood donors, like all other regional centers and transfusion services improve and standardize

procedures related to serological and molecular processing of collected blood donations.

With introduction of molecular diagnostics and new highly specific method, reducing the WP,
standardization work in the laboratory, with introduction of transfusion program e-Delphyn,
automation and networking appliances with automatic transmission results testing,
compliance with the principles of good laboratory practice and the proper application of blood
and blood products reduced the risk of transmission of infectious agents transmitted with
blood on recipients and raising the level of quality and safety of blood transfusion therapy.

Keywords: serological, diagnostics; ID-NAT; provider; donation; transfusion.
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