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1. Uvod

1. uvOD

Hepatitis B veliki je javnozdravstveni problem. Rasprostranjenost hepatitis B virusa
(HBV) u svijetu vrlo je velika. Procijenjeno je da 257 milijuna ljudi ima pozitivan povrsinski
antigen virusa hepatitisa B (HBsAQ) i da zivi s HBV-infekcijom (1). LijeCenje i skrb o
bolesnicima koji boluju od hepatitisa B iziskuju veliki napor zdravstvenih djelatnika i ogromni
ekonomski napor. Najveca koncentracija osoba koje imaju hepatitis B nalazi se u zemljama
niskog ekonomskog statusa i vecéina tih osoba nema kvalitetnu zdravstvenu skrb. Iz svih
navedenih razloga, Svjetska zdravstvena organizacija (SZO) stavila je veliki naglasak na
smanjenje rasprostranjenosti odnosno na sprjecavanje prijenosa HBV-a u svijetu. Uz ostale
putove prijenosa, jedan od moguéih putova prijenosa je i prijenos transfuzijom Kkrvi i krvnih
pripravaka. Cilj transfuzijskog lije€enja i transfuzije krvi je pomo¢ ¢ovjeku u potrebi, a da mu
se ne nanese bilo kakva Steta. Svaka se donacija testira na uzro¢nike zaraznih bolesti
prenosivih krvlju, virus hepatitisa B (HBV), virus hepatitisa C (HCV), virus humane
imunodeficijencije (HIV) te na Treponemu Pallidum, uzro¢nika sifilisa. Rutinsko serolosko
enzimsko testiranje uzoraka krvi dobrovoljnih davatelja krvi (DDK) na HBsAg (povrSinski S
antigen HBV-a) sluzi za izdvajanje i eliminaciju svih HBsAg-pozitivnih donacija krvi.
Medutim, rezultat probirnog seroloSkog testiranja na HBsAg moZe biti lazno negativan,
ukoliko se dobrovoljni davatelj krvi (DDK) nalazi u ,,dijagnosti¢kom prozoru* (engl. window
period), u slucaju da ima mutirani oblik HBsAg-a ili okultnu hepatitis B virusnu infekciju
(OBI). Prema tome, postoji moguénost prijenosa HBV-infekcije i uz negativan rezultat
seroloskog HBsAg-testa. Kod takvih se DDK-a moze ponekad i dokazati prisutnost HBV
deoksiribonukleinske kiseline (HBV DNK) u serumu. Iz tog je razloga 2013. godine uveden
pojedinacni test amplifikacije nukleinskih kiselina (engl. Individual donor nucleic acid
amplification test; ID-NAT) u cilju dokazivanja HBV DNK, HCV ribonukleinske kiseline
(HCV RNK) i HIV1 ribonukleinske kiseline (HIV1 RNK) u serumu DDK. U razdoblju nakon
otkrica okultne hepatitis B virusne infekcije (OBI) i mutiranih oblika HBV-a do vremena
uvodenja ID-NAT-a, nije bilo moguce testirati sve uzorke krvi lan¢anom reakcijom
polimeraze — engl. polymerase chain reation (PCR) metodom iz ekonomskih razloga kao i

zbog njegove osjetljive i komplicirane tehnologije. Jedini sigurni pokazatelj da je DDK bio u
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kontaktu s HBV-om je pozitivan rezultat seroloskog anti-HBc-testa. 1z tog razloga 2006.
godine Klinicki zavod za transfuzijsku medicinu Klini¢kog bolnickog centra Osijek (KZTM
KBCO), Odjel za serolosku i imunohematolosku dijagnostiku dobrovoljnih davatelja krvi
(SID), na inicijativu predstojnice Klinike prof. prim. dr. sc. Marine Samardzija u cilju
osiguranja Sto kvalitetnijih i sigurnijih donacija krvi i njihovih pripravaka, u rutinsko testiranje
HBV-a uz testiranje na HBsAg uvodi i dodatni, enzimski anti-HBc-test. lako testiranje nije
bilo zakonski obvezno, predstojnica je bila misljenja kako je itekako stru¢no opravdano jer je
rezultat testa bio vrlo vaZzan, a testiranje u granicama naSih ekonomskih mogu¢nosti. Glavni
cilj tog testiranja bio je probir davatelja koji su bili u kontaktu s HBV-om, bez obzira na
negativan rezultat probirnog seroloskog HBsAg-testa. DDK s pozitivnim anti-HBc-testom
mogli su imati lazno pozitivan anti-HBc-test ili su mogli pripadati kategorijama DDK s OBI-
om, infekcijom mutiranim HBV-om ili su mogli preboljeli hepatitis B uz prisutnost
specifi¢nih protutijela u krvi. lako na temelju rezultata HBsAg i anti-HBc-testa nije bilo
moguce dokazati o kojoj se kategoriji DDK radi, znacajno je da su ti DDK bili u kontaktu s
HBV-om te da su neki od njih moguéi prenositelji HBV-a. Na svjetskoj razini dokazan je
prijenos HBV-a s davatelja na primatelja putem transfuzije za vrijeme ,,dijagnostickog
prozora“, kod DDK koji imaju pozitivan samo anti-HBc (engl. anti-HBc only) pa ¢ak i kod
DDK koji nemaju pozitivan niti jedan HBV-marker ili HBV DNK. Izdvajanjem HBsAg i anti-
HBc-pozitivnih donacija krvi direktno je sprijeCen kontakt s njima. Onemoguceno je daljnje
prikupljanje, proizvodnja, prerada i primjena takvih donacija krvi i krvnih pripravaka. Na taj
je nacin sprijeCen moguci prijenos HBV-a.
Ovaj ¢e rad na temelju dobivenih rezultata dati informaciju u kojem je opsegu testiranje

na anti-HBc u 2006. godini pridonijelo daljnjem sprjeavanju prijenosa HBV-a.

1.1. VIRUS HEPATITISA B

Virus hepatitisa B pripada porodici Hepadna virusa. Inficira ljude i neke Zivotinjske vrste;
isto¢noamericke svisce, vjeverice, patke i Caplje. Hepatotropni je virus, no naden je i u
mononuklearnim stanicama periferne krvi (PBMC) i stanicama gusterace (2).

Moze se naci u dva oblika: HBV virion (Daneovo tjelesce) i subvirusna partikula. HBV virion je
okrugla ¢estica promjera 42 nm s vanjskom lipoproteinskom ovojnicom, unutar koje se nalazi
2
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virusna nukleokapsida ili jezgra (engl. core). Na povrsini virusne ¢estice nalazi se povrsinski S
antigen (HBsAQ). Jezgra se sastoji od virusne DNK, hepatitisa B jezgrenog antigena (HBCcAQ),
DNK polimeraze/reverzne transkriptaze, protein kinaze i hepatitis B ranog antigena ovojnice —
engl. envelope Ag (HBeAg). Subvirusne su partikle okrugle strukture veli¢ine 22 nm i
filamentozne strukture razlicite veli¢ine (HBsAg) koje nisu prijenosne jer ne sadrzavaju DNK, no
izrazito su imunogene te stimuliraju produkciju niza neutralizirajuéih protutijela. Postoje brojni
genotipovi HBV-a (A - H) za koje je karakteristi¢na geografska distribucija. Podru¢jem zapadne
Europe dominira genotip A, dok je za podru¢je Mediterana najznacajniji genotip D.

Genom virusa kodira preko Cetiriju preklapajuc¢ih otvorenih okvira za ¢itanje (P, S, C, X) te
odgovaraju¢ih mRNK ¢etiriju glavnih proteina: polimeraze (P), povrsinski antigen — engl. surface
(pre-S/S), proteinski omota¢ nukleokapside — engl. core (pre-C/C) i X protein ¢ija je aktivnost
potrebna za in-vivo replikaciju i Sirenje virusa (3, 4). HBV ima deset puta veéu razinu mutacija
genoma od drugih DNK virusa $to je vrlo vazno u njegovoj detekciji. Vrlo je otporan na vanjske
utjecaje, na temperaturi 30 — 32 °C zarazan je i nakon 6 mjeseci, a na sobnoj temperaturi u
sasusenoj krvi do tjedan dana. Mutacije mogu nastati spontano ili pod utjecajem cjepiva,
antivirusnih lijekova, monoklonskih protutijela, hepatitis B imunoglobulina (HBIG). Mutacije se
nalaze kod akutnog hepatitisa, fulminantnog hepatitisa, kroni¢nog hepatitisa kao i kod reinfekcija
nakon transplantacije jetre i kod imunokompromitiranih osoba. Najc¢es¢a mutacija na lijekove je
mutacija nakon dugotrajnog uzimanja analoga nukleozida (lamivudin) (2). Grubom podjelom

hepatitis B dijelimo na akutni, kroni¢ni 1 okultnu hepatitis B virusnu infekciju (OBI).

1.1.1. EPIDEMIOLOGIJA VIRUSA HEPATITISA B

PribliZno tre¢ina svjetske populacije za vrijeme Zivota dode u kontakt s HBV-om.

Od hepatitisa B, u svijetu je umrlo 887 000 ljudi 2015. godine, najée$¢e zbog komplikacija,
ukljucujuéi cirozu i hepatocelularni karcinom (HCC). Najveca prevalencija hepatitisa B je u
Zapadnom pacifickom podrucju Svjetske zdravstvene organizacije (SZO) (6,2 %) i u Africkom
podrucju SZ0-a (6,1 %). U Istoénom mediteranskom podrucju SZ0O-a (3,3 %), Juznoistocnom
azijskom podrucju SZO-a (2,0 %) i Europskoj regiji SZO-a (1,6 %) populacije je inficirano
HBV-om. U regiji Amerika SZO-a (Sjeverna i Juzna Amerika) inficirano je 0,7 % populacije (1).
U Republici Hrvatskoj (RH) kroni¢nih nositelja ima oko 65 000, a vecinu ¢ine muskarci. U

3
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perzistentnu infekciju prelazi 10 - 30 % svih HBV-infekcija u svijetu. Od toga su 60 % osoba
bolesnici s kroni¢nim hepatitisom, a 40 % zdravi nositelji HBsAg-a. Od osoba s kroni¢nim
hepatitisom, 50 % moze dobiti cirozu, a 10 % HCC (5). Virus je naden u tjelesnim tekuc¢inama
(krvi, spermi, slini, fecesu, urinu, zuci, likvoru, znoju, maj¢inu mlijeku, suzama, vaginalnom

sekretu, sinovijalnoj tekuéini i u Krvi pupcane vrpce (2).

1.1.2. PUT PRIJENOSA VIRUSA HEPATITISA B

Najces¢i put prijenosa je parenteralni ili inaparentni parenteralni (krv i krvni pripravei,
spolni kontakt, tetovaza, ovisnost o intravenskim drogama, buSenje usiju, zajedni¢ko koristenje
pribora za osobnu higijenu...), a iznimno neparenteralni (azili za mentalno retardirane osobe,
uski kuéni kontakti).

Prijenos s majke na dijete moze se dogoditi intrauterino, prolaskom kroz porodajni put, nakon
rodenja dojenjem ili horizontalno u uskom kontaktu izmedu majke i djeteta.

U svijetu se kontaminiranim iglama prenese 8 - 16 milijuna HBV-infekcija na godinu. Nakon
uboda na iglu onecis¢enu HBsAg-om rizik prijenosa je 23 — 67 % ovisno o izvoru infekcije kao i
0 HBeAg statusu (2).

1.1.3. PATOGENEZA VIRUSA HEPATITISA B

Ulaskom virusa u organizam nastaje viremija. Virus dolazi u jetru gdje penetracijom
preko stanicne membrane ulazi u citoplazmu stanice. U jezgri nastaje kovalentno zbijena
prstenasta DNK (engl. ,,ccc-DNA - covalently closed circle DNA*) koja sluzi kao mini-
kromosom prema kojem se sintetizira kompletna molekula RNK, koju polimeraza zapakira u
virusnu Cesticu 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 moZze inficirati drugu stanicu.

Moguc¢a su dva oblika infekcije: replikativni, s gotovim kompletnim virusnim cCesticama i
nereplikativni gdje dolazi do stvaranja samo HBsAg-a (inaktivni nositelji).
Patogenezu Cine Cetiri faze: tolerancija prema virusu (kod akutne infekcije inkubacija), imunosna

faza (nekroza hepatocita posredovana imunosnim odgovorom), faza eliminacije (smanjenje
4
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replikacije virusa i njegova eliminacija) i serokonverzija HBsAg-a (stvaranje specificnog

odgovora u obliku protutijela) (2).

1.2. POVRSINSKI ANTIGEN VIRUSA HEPATITISA B - HBsAg

HBsAg je prvi seroloski biljeg koji se javlja kod HBV-infekcije (6). Inkubacija nakon
infekcije traje izmedu 6 i1 8 tjedana. Tek se tada javljaju klinicki simptomi. Kroz akutnu fazu
bolesti HBsAg ima visok titar nekoliko tjedana, a zatim kontinuirano pada. U prosjeku to
razdoblje traje do 6 mjeseci (od nekoliko tjedana do 3 mjeseca), ako se radi o HBV-infekciji
nekompliciranog tijeka. Kod nekih bolesnika HBsAg egzistira svega nekoliko dana te je kod 10
% bolesnika tijek imunih zbivanja ubrzan i oni dolaze bez HBsAg-a. To je takozvana HBsSAg-
negativna akutna HBV-infekcija i tu je vazno odrediti anti-HBc IgM klase (3). Moguénost
prijenosa HBV-a uz negativan rezultat HBsAg-testa kao kod negativne akutne HBV-infekcije
mogu¢ je i kod infekcije mutiranim HBsAg-om. Mutirani HBSAg nastaje pod utjecajem raznih
¢imbenika, najcesce lijekova (npr. lamivudin). Mnogobrojne mutacije virusa hepatitisa B i
imunosupresivne mutacije prisutni su u HBV-povrSinskom antigenu, HBSAg-u i reverznoj
transkriptazi pacijenata s akutnim hepatitisom B (7). Isto tako, prijenos HBV-a mogu¢ je i
ukoliko se radi o okultnoj HBV-infekciji (OBI). Kod kroni¢nog je hepatitisa HBSAg stalno
pozitivan (3).

Probirno testiranje povrSinskog antigena virusa hepatitisa B (HBsAg) smanjuje rizik prijenosa
HBV-infekcije transfuzijom krvi (8). Testiranje samo na HBsAg ne daje potpunu zastitu pa se

anti-HBc preporuca kao probirni test (9).

1.3. PROTUTIELO NA JEZGRENI ANTIGEN VIRUSA HEPATITISA B — ANTI-HBc

Anti-HBc protutijelo kao i ostala HBV-protutijela pripadaju imunoglobulinima,
specificnim globulinima koji se kod sisavaca javljaju kao reakcija organizma na odredeni antigen.
Anti-HBc je protutijelo na HBcAg, srzni antigen virusa hepatitisa B (engl. hepatitis B ,,core*
antigen), vezan je uz jezgru HBV-a. Ne cirkulira krvlju i iz tog razloga ga nije moguce dokazati
u njoj. Vrlo je jak imunogen §to rezultira visokim titrom anti-HBc protutijela. Inkapsulira

hepatitis delta genom (10).
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Anti-HBc se uz anti-HBs i anti-HBe protutijela javlja u razli¢itim fazama HBV-infekcije,
akutne, kroni¢ne, OBIl-a kao i kod infekcije mutiranim HBsAg-om. Sastavni je dio markera
hepatitisa B, moze biti IgM 1 IgG klase. Testiranje na ukupni anti-HBc ukljucuje dokazivanje
ukupnih protutijela IgM i 1gG klase kako bi se obuhvatile sve faze i oblici hepatitisa B. Anti-HBc
IgM protutijelo pojavljuje se vrlo rano nakon infekcije. Nije dugovje¢no pa obi¢no nestaje
izmedu 6 i 24 mjeseci. Njegova prisutnost u krvi najces¢e ukazuje na akutnu HBV-infekciju.
Anti-HBc IgG moze se naci rano, prije pojave simptoma bolesti i moze opstati duze od 10
godina nakon izljecenja. Prisutno je i kod osoba koje su preboljele HBV-infekciju i tada ga je
moguce dokazati u serumu uz ostala navedena protutijela. Najdugovjecnije je protutijelo od svih
protutijela koja se javljaju nakon kontakta s HBV-om. Najvazniji je biljeg prethodne infekcije.
Vazno je napomenuti da je samo on pozitivan U fazi kada je HBSAg postao negativan, a anti-HBs
se jo§ nije pojavio. Dobar je prediktor i sigurni pokazatelj kontakta s HBV-om. HBsAg moze
opstati vrlo kratko pa je kod 10 % oboljelih ve¢ eliminiran pri prvom dolasku na pregled. Za
pojavu anti-HBc-a potrebno je duze vrijeme, ponekad i nekoliko mjeseci. U serumu se najéesce
nalazi vrlo visok titar anti-HBc-a, jer je HBcAg vrlo jak imunogen. Prisutan je kroz ¢itavo
razdoblje bolesti i ozdravljenja (11). Perzistencija anti-HBc-a u odnosu na ostala protutijela na
HBYV je najduza i Cesto je prisutan i nakon eliminacije anti-HBs-a. 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-infekciju, kroni¢nu infekciju s niskom
ili nedetektabilnom koli¢inom HBsAg-a (OBI) ili infekciju mutiranim oblicima HBV-a (12, 13).
Anti-HBc¢ vazan je jer moze ukazivati na prisutnost HBsAg-a (odnosno HBV-a) u kolic¢ini koja je
ispod granice detekcije. Tom se Cinjenicom mogu objasniti neki slucajevi posttransfuzijskog
hepatitisa B (3). Prema studiji, ,,anti-HBc only* su ¢esti (155/379, 40,9 %), ali tek mali broj
uzoraka ima detektabilnu HBV DNK (4 %). Prisutnost HBsAg mutanata s negativnim rezultatom
HBsAg-testa izaziva vrlo veliku zabrinutost. Anti-HBc-test moze se koristiti za pracenje pojave
mutanata jer je pozitivan bez obzira na mutacije virusa (14). Odredeni broj mutacija HBsAg-a
direktno utjece na njegovo otkrivanje ,,in vitro*, prepoznavanje imunosti ,,in vivo*, infektivnost
HBV-a, stani¢nog tropizma i morfologiju viriona (15). Prijenos HBV-a putem transfuzije kod
DDK koji imaju OBI-a odnosno koji su ,,only anti-HBc* iznosi oko 3 %, dok je prijenos HBV-a
za vrijeme ,.dijagnostickog prozora“ mogu¢ u 50 % slucajeva (10). Prema jednoj studiji od 16

zabiljezenih posttransfuzijskih hepatitisa, 10 je bilo pozitivno na anti-HBc, 3 na HBsAg, 3 na
6
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anti-HBs (uz anti-HBc). Ti podatci su kompatibilni s hipotezom da anti-HBc test moze biti
osjetljiv pokazatelj stalne replikacije virusa i kada cirkuliraju subdetektabilne koli¢ine HBsAg-a
(17). lako je u pocetku anti-HBc-test uveden kako bi sprije¢io prijenos non-A i non-B hepatitisa,
uvodenjem testa na hepatitis C on ipak ostaje u pojedinim zemljama u uporabi kako bi sprijecio
moguci prijenos hepatitisa B kod DDK koji imaju negativan HBsAg (18). Prevalencija HBV
DNK-pozitivnih u populaciji anti-HBc-pozitivnih DDK iznosi od 0 do 15 % (19).

Prevalencija anti-HBc-pozitivnin DDK u Danskoj, u potvrdi iznosi 0,70 % uz naglasak da su
prema analizama godine, Zenski spol, tetovaze i komercijalni seksualni odnosi nezavisni
predskazujuci faktori prisutnosti anti-HBc-a (20). Prema objavljenim studijama prevalencija anti-
HBc-pozitivnih, HBsAg-negativnih i HBV DNK-negativnin 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 (21).

Studije u Japanu pokazuju prisutnost HBV DNK kod 19 od 50 HBsAg-negativnih, anti-HBc-
pozitivnih DDK (38 %) (22). Prevalencija OBl DDK u Juznoj Koreji prema medunarodnom
istrazivanju 2008. godine procjenjuje se na 8,55 na milijun donacija (19). U Ujedinjenom
Kraljevstvu prevalencija anti-HBc-pozitivnih DDK iznosi u probiru 1,29 %, a u potvrdi 0,35 %,
dok kod “anti HBc only“ uz negativne ostale markere i negativan HBV DNK iznosi 0,04 % s
naglaskom da nema dokaza da se znaajno smanjuje incidencija posttransfuzijskog hepatitisa
nakon testiranja na anti-HBc (23). U Nizozemskoj, od ukupno 382 173 DDK, probir je
identificirao 13 potvrdenih ili potencijalnih HBsAg i HBV DNK negativne nedavne HBV-
infekcije. Osim toga, 820 anti-HBc-pozitivha DDK s niskim titrom anti-HBs (< 200 1U/mL)
identificiraju se i odgadaju zbog potencijalnog OBIl-a (24). U Italiji prevalencija anti-HBc-
pozitivnih iznosi 4,85 % (288 od 6 313 testiranih DDK). Kod 14 od njih dokazana je cirkuliraju¢a
HBV DNK niskog titra (25). U Egiptu prevalencija anti-HBc-pozitivnih iznosi 7,8 % (80 od 1
026 testiranih). HBV DNK je detektirana u 6,25 % (u 5 od 80 anti-HBc-pozitivnih). Razine HBV
DNK bile su razli¢ite kod svih 5 DDK (8). U Australiji je testirana 1 312 451 donacija krvi na
HBsAg i HBV DNK. Na temelju rezultata testiranja izracunat je rezidualni rizik prijenosa HBV-a
potencijalno infektivnih donacija negativnih u NAT-testu. 29 donacija (od 17 anti-HBc-
pozitivnih DDK) kod kojih je ustanovljen OBI, bilo je u NAT-testu negativno. OBI rezidualni
rizik iznosi 1 : 982 000 po transfundiranoj jedinici i ¢ini 55 % ukupnog rezidualnog rizika (26). U
istonoj Aziji veliki je postotak osoba cijepljenih po rodenju protiv HBV-a, tako da im je sve veci
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udio i u populaciji DDK-a. Cijepljeni DDK ¢esto su i blago inficirani, ali niska razina virusa i
Cesti anti-HBs ogranicavaju rizik prijenosa HBV-a transfuzijom (27).

Vrlo je vazna Cinjenica da je mogué prijenos HBV-a i sa svim negativnim rezultatima HBV-a
(17). Rutinski anti-HBc uveden je u SAD-u, Japanu i Njemackoj. U Nizozemskoj je uveden u
srpnju 2011. godine (24). U podruc¢jima niske prevalencije HBV-a poput Europe i SAD-a, 10 - 20
% osoba kojima su radeni HBV-markeri tj. 1 - 4 % populacije ima pozitivan samo anti-HBc-test
(engl. ,,anti-HBc only*). U 10 % tih osoba pronaden je HBV DNK (28).

Prema studijama, znac¢ajno je da niti jedan HBV NAT-test ne moze zamijeniti testiranje na anti-
HBc iz razloga $to postoje ,,anti-HBc only* s niskom razinom DNK koja se ne moze uociti sSamo
jednim NAT-testiranjem. Takvi su sluéajevi povezani s transfuzijskim transmisijskim HBV-om.
Testiranje na HBsSAQ je potrebno uz anti-HBc i NAT-testiranja jer neki HBsAg-pozitivni mogu
imati vrlo nisku ili povremeno nedektabilnu razinu HBV DNK koje bi jedno NAT-testiranje
moglo propustiti (29).

Probir na anti-HBc detektira HBsAg negativhe DDK s HBV-om pri stopi koja je usporediva s
procijenjenim rezidualnim rizikom za infekcije probira HBV-a. Niska razina HBV DNK u HBV
DNK-pozitivnim uzorcima sugerira da ,,minipool - NAT* nece otkriti veéinu potencijalno
infektivnih jedinica anti-HBc-pozitivnih DDK. U konaénici, osobe ,anti-HBc only“ su

potencijalno infektivne (30).

1.4. OSTALI MARKERI HEPATITISA B | NJIHOVA INTERPRETACIA

Markeri hepatitisa B skup su antigena i protutijela ¢iji nam rezultati testiranja govore o
kojoj se vrsti HBV-infekcije radi, odnosno u kojem je stadiju HBV-infekcija. Markeri HBV-a
sastoje se od rezultata testiranja na dva antigena: HBsSAg i HBeAg te testiranja na protutijela:
anti-HBs, anti-HBc ukupni (IgM i IgG klase), anti-HBc IgM i anti-HBe. HBCAg je jezgreni
antigen 1 nije ga moguce dokazati u cirkulaciji.

Sastav HBV-markera, ovisno o vremenu proteklom od infekcije, moze se mijenjati, a te
promjene su odraz s jedne strane replikacije B virusa, a s druge strane imunih odgovora

bolesnika, u nasem slucaju DDK.
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Interpretacija rezultata markera HBV-a vrlo je vazna u dijagnostici HBV-a i uz rezultat
HBV DNK-testa velika je pomo¢ u dijagnostici OBI-a, mutiranog HBV-a ili ,,dijagnostickog
prozora“ HBV-a, a radi se prema Tablici 1 (31).

Tablica 1. Interpretacija seroloskih rezultata HBV-markera

INTERPRETACINA REZULTATA HBV-MARKERA

HBsAg ()

ukupni anti-HBc (-) | bez prijasnjeg kontakta, osjetljiv
anti-HBs (-)

HBsAg ()

ukupni anti-HBc (+) | imun nakon preboljenog HBV-a
anti-HBs (+)

HBsAg ()

ukupni anti-HBc (-) | imun nakon cijepljenja protiv hepatitisa B
anti-HBs (+)

HBsAg (+)

ukupni anti-HBc (+)
anti-HBc IgM (+)
anti-HBs (-)

HBsAg (+)
ukupni anti-HBc (+)
anti-HBc  IgM ()
anti-HBs (-)

akutno inficiran

kroniéno inficiran

interpretacija nejasna - 4 moguénosti:
HBsAg (-) | 1. rijeSena infekcija (najcesce)
ukupni anti-HBc (+) | 2. 1azno pozitivan anti-HBc

anti-HBs (-) 3. niska razina kroni¢ne infekcije

4. rjeSavanje akutne infekcije
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1.4.1. PROTUTIJELO NA POVRSINSKI S ANTIGEN VIRUSA HEPATITISA B - ANTI —
HBs

Anti-HBs je protutijelo koje se javlja neposredno nakon nestanka HBsAg-a. Njegova se
pojava u akutnoj infekciji smatra ozdravljenjem. U rijetkim se sluajevima u akutnoj i kroni¢noj
infekciji mogu dokazati i HBsAg i anti-HBs istovremeno. Kod cijepljenih osoba anti-HBs je znak
cijepljenja i jedini je pozitivan od svih markera. Uobi¢ajeno je titar anti-HBs-a nakon prirodne
infekcije u pravilu visi nego u cijepljenih osoba (2). OBI je ponekad prisutan i kod HBsSAg-
negativnih, anti-HBc i anti-HBs-pozitivnih DDK (32). Razdoblje od nestanka HBsAg-a do
pojave anti-HBs-a naziva se engl. ,,core window* jer se u tom razdoblju od HBV-markera u krvi
moze dokazati samo anti-HBc protutijelo (engl. ,,anti-HBc only*) (11). Prisutnost anti-HBs-a nije

uvijek pokazatelj odsutnosti virusa (9).

1.4.2. E-ANTIGEN OVOJNICE VIRUSA HEPATITISA B - HBeAg

HBeAg se javlja usporedno s HBsAg-om ili ubrzo nakon njega. Svakako prije pojave
klinickih simptoma. Nestrukturni je protein koji je smjeSten uz nukleokapsidu HBV-Cestice. On
je pokazatelj replikacije HBV-a i jaine infektivnosti i samim tim je vazan u prognozi ishoda

bolesti. Prisutnost HBeAg-a je uvijek nepovoljan znak (3).

1.4.3. PROTUTIJELO NA E ANTIGEN VIRUSA HEPATITISA B - ANTI-HBe

Anti-HBe je protutijelo slicne dinamike kao i anti-HBs. Javlja se nakon eliminacije
HBeAg-a, moze se pojaviti i neko vrijeme prije eliminacije HBeAg-a, ali se moZe pojaviti i
usporedno s njim. HBeAg i anti-HBe imaju veliku ulogu kako u dijagnostickom tako i u
prognostickom smislu. Mutirani oblici HBV-a koji imaju mutaciju u pre-core regiji ne mogu
sintetizirati 1 producirati HBeAg 1 imaju vecu koli¢inu HBV DNK-a u krvi, tezi oblik klini¢kog
hepatitisa i ¢eS¢u pojavu fulminantne bolesti. Zato je uoCavanje HBeAg-a i anti-HBe-a jako

vazan dio dijagnostike HBV-infekcije (3).
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1.5. OKULTNI HEPATITIS B

Okultna hepatitis B virusna infekcija karakterizirana je prisutnos¢u HBV-infekcije s
nedetektabilnim HBsAg-om. Kod takvih je bolesnika serumska razina HBV-a uobicajeno niza od
10* kopija/ml. Dijagnoza OBI-a zahtijeva testiranje HBY DNK PCR-testom.

Mogu¢i mehanizmi nastanka OBI-a su sljede¢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 HBSAg

d) Promijenjen imunosni odgovor domacina koji vodi ka odrzavanju HBV-infekcije u latentnom
stanju, dok je prijenos na drugu osobu mogu¢ (najéesce u slucajevima imunosupresivne terapije)

e) Razli¢ite mutacije u HBV DNK slijedu (mutacije u S, X i P regiji).

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

b) Seronegativan OBI (anti-HBc i anti-HBs negativni)
Razina je HBV DNK niza od 200 [U/ml.

2. Lazni (engl. “false”) OBI (infekcija mutiranim S genom)
Razina je HBV DNK usporediva s o¢itom HBV-infekcijom.

Moguca je prisutnost zaraznih virusnih klonova.

Nositelji OBl-a na vise nafina mogu prenijeti OBl. OBI se moze reaktivirati kod
imunosuprimiranih ili dovesti do teZih oSte¢enja jetre ukoliko se udruZzi s nekom drugom bolesti
jetre. Hoce li se javiti ili se nece javiti jasna HBV-infekcija s pozitivnim HBsAg-om i HBV
DNK-testom ponajviSe ovisi o stanju primatelja odnosno njegovoj imunoj kompetenciji kao i o
vrsti i infektivnosti HBV-a (33). OBI je identificiran u 1 : 1000 do 1 : 50000 europskih DDK-a.
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. Ta ¢injenica moze opravdati testiranje na anti-HBc i
HBV DNK (34).
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HBV NAT udruzen s anti-HBc probirnim testiranjem moze smanjiti rezidualni rizik prijenosa
HBV-infekcije transfuzijom krvi (35). Od 2012. godine, 30 zemalja su implementirale HBV
NAT. Zadatak jedne od studija bio je ispitati postoji li replikacija HBV-a kod HBsAg-negativnih
DDK koji nemaju vidljivu bolest jetre. Zakljucak je da postoji replikacija HBV-a u znatnom
omjeru zdravih DDK koji imaju pozitivan anti-HBc (19 od 50, odnosno 38 %). Krv takvih DDK-
a moze sadrzavati vrlo niske razine HBV-a bez imunoloskog kompleksa i takve donacije bi
trebale biti iskljudene za transfuziju. Cinjenica je da takvi DDK nemaju bolest jetre, ali i ne
upucuju na patogenost takvog okultnog HBV-a (22).

Krv koja sadrzi anti-HBc bez detektabilne prisutnosti HBsAg-a moze biti zarazna, a probir na
anti-HBc proveden u nekim zemljama rezultirao je smanjenjem rizika pojave posttransfuzijske
HBV-infekcije. U jednoj od studija, od 1026 ispitanih DDK, 80 je bilo anti-HBc pozitivno (7,8
%). Od njih 80, 5 DDK je imalo pozitivnhu HBV DNK-a. Razine viremije bile su razlicite za svih
5 DDK. Zakljucak te studije je da HBsAg probir nema dovoljnu ucinkovitost u zastiti krvnih

primatelja od HBV-infekcije te da bi se trebalo uzeti u obzir testiranje DDK i na anti-HBc (8).

1.6. DIJAGNOSTIKA DOBROVOLINIH DAVATELJA KRVI NA VIRUS HEPATITISA B

U 2005., 2006. 1 2007. godini rutinska dijagnostika DDK na HBV sastojala se iskljucivo
na probirnom seroloskom testiranju na povrsinski antigen HBV-a, HBsAg. Pozitivni i nejasni
rezultati slani su u Hrvatski zavod za transfuzijsku medicinu, Petrova 3, Zagreb na potvrdna
seroloska testiranja i PCR testiranje na HBV DNK. Anti-HBc-test raden je cijelu 2006. godinu.
Cilj mu je bio probir svih DDK koji su bili u kontaktu s HBV-om.

Danas se dijagnostika DDK dijeli na serolosku i molekularnu. Probirno serolosko testiranje se
temelji na dokazivanju prisutnosti HBsAg-a u serumu, a molekularno probirno testiranje se
temelji na ID-NAT-testu (engl. “individual donor nucleic acid amplification test”) - testu
amplifikacije nukleinskih kiselina svakog davatelja pojedinacno. ID-NAT je Cetverostruki test za
dokazivanje HBV DNK, HCV RNK, HIV1 RNK I HIV2 RNK. Ukoliko je test pozitivan, rade se
diskriminacijski testovi kako bi se dokazalo o kojoj se nukleinskoj kiselini radi. Pozitivitet jedne

ne iskljucuje pozitivitet druge nukleinske kiseline.
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1.7. PREVENCIJA 1 LIJECENJE HEPATITISA B

Mjere prevencije HBV-infekcije zapoc€inju edukacijom o mjerama zastite i izbjegavanju
rizinog ponasanja. Izuzetan doprinos zastiti od HBV-a daje cijepljenje. U pocetku se cijepljenje
vr$ilo u 6. razredu osnovne $kole kao i kod novorodene djece HBsAg pozitivnih majki, a kasnije
su se jedno vrijeme cijepila sva novorodena djeca. Medutim, negativan odnos prema cijepljenju
doveo je do ukidanja cijepljenja sve novorodene djece u rodilistu te se cijepe samo djeca HBsAg-
pozitivnih majki, zdravstveni radnici i osobe koje su mogucée u kontaktu s HBV-om (obitelji
HBV-pozitivnih osoba). Prevencija se provodi pravilnom sterilizacijom medicinske opreme,
testiranjem donirane krvi, sjemena i organa uz ostale mjere osiguranja sigurnosti krvi i krvnih
pripravaka. Od 1999. godine radi se probir trudnica na HBV u svrhu zastite novorodencadi. U
svrhu prevencije prijenosa HBV-a, takoder ulazi i rano otkrivanje i lijeCenje oboljelih. U prvoj
liniji terapije nalaze se interferon a (IFNa), najées¢e pegilirani, tenofovir (TDF) i entekavir
(ETV). Ostali ¢ine grupu nukleozidnih analoga koji spadaju u drugu liniju lijjeCenja HBV-
infekcije: adefovir (ADV), lamivudin (LMV, Zeffix), telbivudin (LdT), emtricitabin (FTC) (36).
U novije se vrijeme Kkoristi i Hepsera. Adefovir je aktivan protiv hepadna virusa ,,in vitro®,
ukljuéuju¢i sve uobicajene oblike HBV-a rezistentnog na lamivudin, mutacije povezane s
famciklovirom i mutacije koje izmicu (engl. ,,escape mutations*) imunoglobulinima hepatitisa B

te ,,in vivo“ na zivotinjskim modelima replikacije hepadna virusa (37).
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2. CILJEVI RADA

Specific¢ni ciljevi rada su sljedecéi:

1. Istraziti broj trajno odgodenih DDK na temelju pozitivnog HBsAg-testa u 2005., 2006. i
2007. godini

2. Istraziti broj trajno odgodenih DDK na temelju pozitivnog anti-HBc-testa u 2006. godini

3. lstraziti broj trajno odgodenih DDK na temelju pozitivnog HBsAg i anti-HBc-testa u
2006. godini

4. Usporediti broj trajno odgodenih DDK za 2005., 2006. i 2007. godinu

5. [Istraziti broj trajno odgodenih DDK u 2005., 2006. i 2007. godini i kategorizirati ih prema
rezultatima testiranja HBV-markera, spolu i broju davanja krvi

6. Istraziti broj ID-NAT (NAT HBV) pozitivnih donacija DDK od uvodenja ID-NAT-
testiranja u rutinski rad 1. 5. 2013. do kraja 2016. godine

7. Procijeniti utjecaj probira na anti-HBc u 2006. godini na pojavnost OBI-a, mutiranih
oblika HBV-a i ,,dijagnosti¢kog prozora“ HBV-a kod DDK Osjecko-baranjske zupanije
nakon uvodenja ID-NAT-a 1. 5. 2013 godine
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3. ISPITANICI | METODE

Istrazivanje je dizajnirano kao presjecna studija namjernog uzorka testiranih dobrovoljnih
davatelja krvi i obuhvaca DDK s podruc¢ja Osjecko-baranjske zupanije. U 2005. godini testirano
je 10 579 donacija krvi, 2006. godine 10 398, a 2007. godine 10 561 donacija krvi. U ovom su
istrazivanju upotrijebljeni rezultati seroloskog enzimskog testiranja na HBsAg u 2005., 2006. i
2007. godini te rezultati seroloskog enzimskog testiranja na anti-HBc protutijelo u 2006. godini.
Testiranje je izvedeno iz serumskog uzorka DDK. Primarni uzorak vaden je u epruvetu Becton-
Dickinson od 10 mL, bez antikoagulansa te je nakon zavrSene koagulacije centrifugiran 10 min
na 3000 okretaja u minuti. U ovom su istrazivanju upotrijebljeni i rezultati ID-NAT-testiranja
DDK OBZ-a i DDK ostalih &etiriju Zupanija (Vukovarsko-srijemske, Pozesko-slavonske,
Brodsko-posavske i Viroviticko-podravske zupanije) Cije je seroloSko testiranje DDK KZTM
KBC Osijek preuzeo u razdoblju od 2011. - 2014. godine. Rezultati testiranja na anti-HBc u
2006. godini usporedeni su pojavom OBI-a, infekcija mutiranim oblikom HBV-a ili HBV-
infekcija u ,,dijagnostickom prozoru* od 1. 5. 2013. do kraja 2016. godine.

3.1. DOBROVOLJINI DAVATELJ KRVI

Temelj transfuzijskog lijeenja su 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 lijecnik pregledom i laboratorijskim ispitivanjem utvrdio da mogu dati krv bez
opasnosti za svoje zdravlje ili zdravlje primatelja. Odabir davatelja krvi provodi se po strogim
zakonskim regulativama (Pravilnik o krvi i krvnim pripravcima). Davatelj krvi ispunjava upitnik
prije davanja krvi jer ne smije zatajiti informacije koje se od njega traze jer o njegovim iskrenim
odgovorima ovisi sigurnost transfuzijskog lijecenja (38).
Krvni pripravci imaju posebno mjesto medu lijekovima zbog ljudskog podrijetla, nacina

proizvodnje 1 lijeCenja te se bitno razlikuju od lijekova proizvedenih u farmaceutskoj industriji.
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3. lspitanici i metode

Od transfuzijskog se lijeCenja o¢ekuje da uvijek pomogne bolesniku i nikada ne izazove Stetne

posljedice (39).

3.2. METODE

Probirno se seroloSko testiranje na prisutnost HBV-a temelji na testiranju HBsAg-a,
povrsinskog ,,.S* antigena HBV-a. Osobitost probirnog testa je njegova iznimna osjetljivost, kod
nekih proizvodaca i do 100 %. Osjetljivost je veoma vazna u probirnom testiranju kako bi se
izdvojile sve donacije koje su pozitivne i suspektne na HBsAg. Uzorci pozitivnih donacija na
HBsAg poslani su u HZTM, Petrova 3, Zagreb na daljnja potvrdna testiranja. Rezultati potvrdnih
testiranja pokazali su radi li se o osobi pozitivnoj na HBsAg ili o nespecifi¢noj reaktivnosti testa.
Iznimno, uz testiranje na HBsAg, KZTM KBCO, Odjel za serolosku i imunohematolosku
dijagnostiku DDK tijekom 2006. godine, radio je i test za dokazivanje protutijela na srzni antigen
HBV-a, anti-HBc s ciljem izdvajanja svih DDK koji su bili u kontaktu s HBV-om. Za probirno su
seroloSko testiranje na HBsAg upotrijebljeni sljede¢i enzimski imuno-testovi: HBsAg Siemens
5.0 generacije, HBsAg Vitros, Ortho i HBsAg Axsym (V2), Abbott. Za probirno je serolosko
testiranje na anti-HBc upotrijebljen Vitros anti-HBc test (ukupna protutijela IgM i IgG)

proizvodaca Ortho.

3.3. PROBIRNO SEROLOSKO TESTIRANJE NA VIRUS HEPATITISA B

Probirno serolosko testiranje na HBV u 2005. i 2007. godini temeljeno je na dokazivanju
prisutnosti HBsAg-a u serumu uzorka krvi DDK. U 2006. godini probirno se serolosko testiranje

na HBV sastojalo od testiranja na HBsAg i anti-HBc.

3.3.1. PROBIRNO HBsAg SEROLOSKO TESTIRANJE

Probirno serolosko testiranje koristi testove tri proizvodaca:
Prvu platformu za dijagnostiku HBsAg-a ¢inio je test:
a) ENZYGNOST HBsAg 5.0 gen.

Proizvoda¢: DADE BEHRING, ILLINOIS, USA.
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3. lspitanici i metode

EIA (engl. enzyme immunoassay), enzimski imunotest Testiranje je radeno na aparatu BEP 2000.

Drugu platformu za dijagnostiku HBsAg-a Cinio je test:

b) HBsAg (V2) AXSYM.

Proizvoda¢; ABBOTT, TEXAS, USA.

MEIA (engl. microparticle enzyme immunoassay), testiranje je radeno na aparatu AXSYM.

Trecu platformu za dijagnostiku HBsAg-a Cinio je test:
c) HBsAg VITROS.
Proizvoda¢: ORTHO, NEW JERSEY, USA.

Testiranje je radeno na aparatu Vitros ECIQ.

Princip HBSAgQ testa: Jazice testa obloZene su anti-HBs-protutijelima. Ukoliko je u uzorku
prisutan HBsAg, on se veze za protutijela i nastaje spoj antigen-protutijelo (Ag-Pt). Kako bi spoj
Ag-Pt postao vidljiv, u jaZice se dodaje konjugat, protutijelo obiljeZeno enzimom koje se veze za
spoj Ag-Pt. Dodavanjem supstrata aktivira se enzim na konjugatu. AKktivirani enzim stvara
obojenje koje je upravo proporcionalno koli¢ini prisutnog HBsAg-a u serumu. Reakcija se odvija
u odredenom vremenu i1 nakon toga se zaustavlja dodavanjem sumporne kiseline. Mjerena
apsorpcija uzoraka pozitivnih i negativnih kontrola sluzi za izraGunavanje grani¢ne vrijednosti
(engl. cut-off). Grani¢na vrijednost oznacava vrijednost iznad koje je rezultat pozitivan i ispod
koje je rezultat negativan. ,,Siva zona“ je 10 % vrijednosti ispod grani¢ne vrijednosti koja
oznacava moguci potencijalno pozitivan rezultat. ,,Siva zona“ se izracunava u svrhu osiguranja

Sto sigurnije i kvalitetnije donacije krvi odnosno njenih pripravaka (40, 41, 42).

INTERPRETACIJA REZULTATA

Ukoliko je rezultat pozitivan, uzorak se retestira u duplikatu istim testom. Ukoliko je rezultat
retestiranja oba puta negativan, konac¢ni rezultat testiranja je negativan. Ukoliko je rezultat
retestiranja jedan put pozitivan, a drugi put negativan ili je rezultat obaju retestiranja pozitivan,
konac¢ni rezultat testiranja je pozitivan (40, 41, 42). Suspektni i pozitivni uzorci $alju se na

potvrdno testiranje na HBsAg u HZTM, Petrova 3, Zagreb.
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3.3.2. PROBIRNO SEROLOSKO ANTI-HBc TESTIRANJE

Anti-HBc VITROS, ORTHO.

Proizvoda¢: ORTHO, NEW JERSEY, USA.

Testiranje je radeno je na aparatu Vitros ECIQ.

Test za dokazivanje ukupnih protutijela 1gG 1 IgM klase temeljen je na principu
kemiluminiscencijskog kompetitivnog imunotesta. Reakcija se dogada izmedu anti-HBc-
protutijela u uzorku s hepatitis B srznim antigenom kojim su oblozene jaZzice. Nakon ispiranja
nevezanog uzorka, dodaje se konjugat, misje monoklonalno anti-HBc protutijelo obiljezeno
peroksidazom hrena. Ukoliko se u uzorku nalazi anti-HBc¢ protutijelo, ono se veze na HBcAg, a
konjugat se veze s ostatkom izlozenih, nevezanih HBCAQ-a na povrsini jazica. U jazice se dodaje
reagens koji sadrzi luminiscentne supstrate i reagens za prijenos elektrona. Peroksidaza hrena u
vezanom konjugatu katalizira oksidaciju derivata luminola proizvodec¢i svjetlost. Reagens za
prijenos elektrona povecava razinu proizvedenog svjetla i produzava njegovu emisiju. Vitros
aparat ocitava svjetlosne signale. Koli¢ina vezanog konjugata peroksidaze hrena je obrnuto

proporcionalna koli¢ini anti-HBc-a u uzorku (43).

INTERPRETACIJA REZULTATA

Aparat Vitros izraunava i prikazuje vrijednost rezultata. Rezultat se izrazava u odnosu signala
uzorka i grani¢ne vrijednosti, cut-offa. Kod te kompetitivne metode mjerena je svjetlost koju daje
protutijelo konjugirano enzimom peroksidaze vezano za HBCAg koji se nalazi na stjenkama
mikrojazica. S obzirom na to da se radi o kompetitivnosti, jacina izmjerene svjetlosti obrnuto je

proporcionalna koli¢ini anti-HBc-a u uzorku DDK.

18



Interpretacija rezultata vrsi se prema Tablici 2 (43).

3. lspitanici i metode

Tablica 2. Interpretacija rezultata testiranja na anti-HBc kompetitivnim testom i algoritam

testiranja

Inicijalni Vitros rezultat s/c ZAKLJUCAK INTERPRETACIJA
Vjerojatno je uzorak reaktivan na anti-
<0.90 REAKTIVAN
HBc
) RETESTIRATI | Akosu 2 od 3 rezultata < 1.00 vjerojatno
>0901 <I1.10 . . .
U DUPLIKATU je uzorak reaktivan na anti-HBc
Ako su 2 od 3 rezultata > 1.00i < 4.80
RETESTIRATI | _ _ _
>0901i <1.10 vjerojatno je uzorak negativan na anti-
U DUPLIKATU
HBc
>1.10i <4.80 NEGATIVAN Uzorak je negativan na anti-HBc
RAZRIJEDITI U | Ako je rezultat razrijedenog i retestiranog
>4.80 OMJERU 120 | uzorka < 1.00 vjerojatno je uzorak
RETESTIRATI reaktivan na anti-HBc
Ako je rezultat razrijedenog i retestiranog
RAZRIJEDITI U
uzorka u rasponu > 1.00 1 <4.80
>4.80 OMJERU 1:20 | o _ _
vjerojatno je uzorak negativan na anti-
RETESTIRATI HB
c

3.4. STATISTICKE METODE

Podatci definirani ciljevima istraZzivanja kao i1 rezultati provedenog istraZivanja prikazani
su deskriptivno i tabelarno, te obradeni deskriptivnom statistikom. Kategorijski podatci
predstavljeni su apsolutnim i relativnim frekvencijama. Podatci su statisticki analizirani

upotrebom Microsoft Office Excel tablicnog kalkulatora.
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4. Rezultati

4. REZULTATI

Probirno serolosko testiranje na HBsAg 2005., 2006. i 2007. godine i probirno serolosko

testiranje na anti-HBc u 2006. godini dalo je sljedece rezultate:

Tablica 3. Prikaz broja trajno odgodenih DDK u Klini¢kom zavodu za transfuzijsku medicinu
KBC Osijek i Republici Hrvatskoj

Broj (%) DDK* Broj (%) DDK*
TRAJNO ODGODENI TRAIJNO ODGODENI
KZTM+1 KBC OSIJEK REPUBLIKA HRVATSKA
_ Ukupno HBsAg anti-HBc Ukupno HBsAg
Godina . - . . -
testiranih pozitivan pozitivan testiranih pozitivan
4 41
2005. 10579 nije radeno 156987
(0,04) (0,03)
6 161 34
2006. 10398 156940
(0,06) (1,55) (0,02)
6 29
2007. 10561 nije radeno 161038
(0,06) (0,02)
16 161 104
ukupno 31538 474965
(0,05) (0,51) (0,02)

* - Dobrovoljni davatelj krvi

T - Klini¢ki zavod za transfuzijsku medicinu
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4. Rezultati

Zbog razli¢itih seroloskih statusa koje moze imati OBI svim anti-HBc pozitivnim DDK-ima
radeni su markeri HBV-a. Prema njihovim rezultatima napravljena je podjela DDK-a prema

serolo$kom statusu.

Tablica 4. Prikaz seroloskog statusa trajno odgodenih dobrovoljnih davatelja krvi u Klini¢kom

zavodu za transfuzijsku medicinu KBC Osijek

BROJ (%) TRAJNO ODGODENIH DDK*
U KZTM+ KBC OSIJEK
anti-HBc pozitivni
Only Pozitivni Pozitivni
_ HBsAg anti- ostali DDK" na
Godina o Ukupno )
pozitivan | HBcI HBVS§ ukupan broj
pozitivni | markeri DDK*
4 10579
2005. 4/16 NR NR
(2,26) (0,04)
140 167 10398
2006. 6/16 21/21
(100) (94,35) (1,61)
6 10561
2007. 6/16 NR NR
(3,39) (0,06)
140 177 31538
ukupno 16/16 21/21
(100) (100) (0,56)

* — Dobrovoljni davatelji krvi
1 - Klini¢ki zavod za transfuzijsku medicinu
1 - Pozitivan samo anti-HBc

8 - Hepatitis B virusni markeri
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4. Rezultati

Tablica 5. Prikaz raspodjele trajno odgodenih dobrovoljnih davatelja krvi prema broju davanja

krvi u Klini¢kom zavodu za transfuzijsku medicinu KBC Osijek i Republici Hrvatskoj

BROJ (%) TRAINO

BROJ (%) TRAINO

Godinai | opGgopENIHDDK*U | Godinal | GpGOPENIH DDK* U
ukupan KZTM+ KBC OSIJEK ukupan | REPUBLICI HRVATSKOJ
broj ) broj _
ViSestruki | Novi Visestruki | Novi
DDK* Ukupno | DDK* Ukupno
DDK* | DDK* DDK* | DDK*
2005. 3 1 4 2005. 12 29 41
10579 (0,028) | (0,009) | (0,038) | 156987 | (0,008) | (0,018) | (0,026)
2006. 155 12 167 2006. 8 26 34
10398 (1,491) | (0,115) | (1,606) | 156940 | (0,005) | (0,017) | (0,022)
2007. 2 4 6 2007. 8 21 29
10561 (0,019) | (0,038) | (0,057) | 161038 | (0,005) | (0,013) | (0,018)
UKUPNO | 160 17 177 | UKUPNO 28 76 104
31538 (0,507) | (0,054) | (0,561) | 474965 | (0,006) | (0,016) | (0,022)

* - Dobrovoljni davatelji krvi

T - Klini¢ki zavod za transfuzijsku medicinu
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4. Rezultati

Tablica 6. Prikaz raspodjele trajno odgodenih dobrovoljnih davatelja krvi prema spolu u

Klini¢kom zavodu za transfuzijsku medicinu KBC Osijek i Republici Hrvatskoj

BROIJ (%) TRAINO ODGODENIH DDK*
KZTM71 KBC OSIJEK REPUBLIKA HRVATSKA
Godina Godina
broj Muskarci | Zene | Ukupno broj Muskarci | Zene | Ukupno
DDK* DDK*
2005. 4 4 2005. 31 10 41
10579 | (0,038) 0 (0,038) | 156987 | (0,020) | (0,006) | (0,026)
2006. 146 21 167 2006. 28 6 34
10398 | (1,404) | (0,202) | (1,606) | 156940 | (0,018) | (0,004) | (0,022)
2007. 6 6 2007. 21 8 29
10561 | (0,057) 0 (0,057) | 161038 | (0,013) | (0,005) | (0,018)
UKUPNO 156 21 177 UKUPNO 80 24 104
31538 | (0,495) | (0,067) | (0,561) | 474965 | (0,017) | (0,005) | (0,022)

* - Dobrovoljni davatelji krvi

T - Klini¢ki zavod za transfuzijsku medicinu
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4. Rezultati

Tablica 7. Prikaz broja dobrovoljnih davatelja krvi s okultnom hepatitis B virusnom infekcijom u

Republici Hrvatskoj i Klini¢kom zavodu za transfuzijsku medicinu KBC Osijek

BROJ (%) DDK*
ID-NAT anti-HBc
probir bez probira
Broj
_ Broj KZTM8 | OBIfu | Osjec¢ko- | Osjecko-
_ Republika ) ) Ostale 4
Godina OBIf u KBC KZTMS§ | baranjska | baranjska -
Hrvatska Ny . | zupanije||
RH Osijek KBC Zupanija | Zupanija
Osijek
1.5.2013. - 21 4 4
147 664 15884 0 0
31.12.2013. (0,014) (0,025) (0,025)
17 2 1 1
2014. 182 611 26964 0
(0,009) (0,007) (0,004) | (0,004)
10 2 2
2015. 195 177 29265 0 0
(0,005) (0,007) (0,007)
2
2016 196 988 29004 0 0 0 0
(0,001)
50 8 1 7
UKUPNO | 722440 101117 0
(0,007) (0,008) (0,001) | (0,007)

* - Dobrovoljni davatelji krvi

T - Pojedinacni test amplifikacije nukleinskih kiselina davatelja krvi

T - Okultna hepatitis B virusna infekcija

8 - Klini¢ki zavod za transfuzijsku medicinu

|| - Vukovarsko-srijemska, Pozesko-slavonska, Brodsko-posavska i

Viroviti¢ko-podravska zupanija
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5. Rasprava

5. RASPRAVA

Dobrovoljni davatelji krvi dolaze dati krv smatrajuci se potpuno zdravima. Ipak, nakon
probirnog seroloSkog testiranja na HBSAgQ, pronade se odredeni broj HBSsAg-pozitivnih
dobrovoljnih davatelja krvi. Najées¢e dobrovoljni davatelj krvi ne zna da ima hepatitis B jer ima
vrlo blage simptome ili ih uopée nema. lako su sve HBsAg-pozitivne donacije bile izdvojene i
propisno zbrinute, u svijetu je i dalje bio zabiljezen nemali broj postransfuzijskih hepatitisa.
Neprestano se postavljalo pitanje nacina prijenosa hepatitis B virusne infekcije s obzirom na
negativan rezultat HBsAg-a. Otkri¢em ljudske deoksiribonukleinske kiseline (DNK) i tehnologije
lanc¢ane reakcije polimeraze (polymerase chain reaction - PCR) Sirom su se otvorila vrata novim
spoznajama. Otkriveno je da virus hepatitisa B ima deset puta veéu razinu mutacija genoma od
drugih DNK virusa te da postoje dobrovoljni davatelji krvi koji imaju negativan rezultat HBsAg-
testa i vrlo slabu replikaciju HBV DNK, dobrovoljni davatelji krvi s okultnom hepatitis B
virusnom infekcijom (OBI) (2, 3). Otkriveni su i dobrovoljni davatelji krvi s mutiranim oblicima
hepatitis B virusa, najceS¢e povrSinskog S antigena, koji uz negativan HBsAg-test imaju
standardnu razinu HBV DNK u serumu (3, 7, 14). Vrlo je vazna i spoznaja da testiranje PCR
tehnologijom uvelike skracuje ,.dijagnosti¢ki prozor” hepatitis B virusa te da sa sigurno$éu
dokazuje HBV DNK u uzorku i kod mutiranih oblika hepatitis B virusa (33). PCR-testiranje je u
pocetku bilo vrlo skupo i tehnicki zahtjevno i bilo je jasno kako se ne¢e moci raditi rutinski. lako
se doslo do vaznih spoznaja, i dalje je postojala moguénost prijenosa HBV-a. Medutim, u tom je
razdoblju otkrivena vazna ¢injenica: kod svih je oblika HBV-infekcije uocena jedna konstanta,
pozitivan rezultat protutijela na srzni antigen HBV-a: anti-HBc (3, 12-14). To je protutijelo
najdugovjecnije, dobar je prediktor i sigurni pokazatelj kontakta s HBV-om (11). Svjesni
¢injenice moguceg prijenosa HBV-a, unato¢ negativnom HBsAg-testu, Klinicki zavod za
transfuzijsku medicinu KBC Osijek, 2006. godine svim dobrovoljnim davateljima krvi uz
HBsAg-test rutinski radi i ukupni anti-HBc-test. lako testiranje na anti-HBc nije bilo zakonski
obvezno, Predstojnica Klinike zakljucila je kako je stru¢no opravdano jer je u granicama
mogucnosti Klinickog zavoda moze djelovati na smanjenje rizika prijenosa HBV-a. Anti-HBc-
test raden 2006. godine bio je prvi veliki probir dobrovoljnih davatelja krvi koji su bili u kontaktu

s HBV-om. Osobe s pozitivnim anti-HBc-testom i/ili anti-HBs i anti-HBe-testom mogle su
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5. Rasprava

pripadati skupini osoba koje imaju rijeS§enu HBV-infekciju, OBI, lazno pozitivan anti-HBc ili su
bile u razdoblju rjesavanja akutne infekcije (12, 13). lako se na temelju pozitivnog rezultata anti-
HBc-testa nije moglo re¢i o kojoj se skupini radi, vazna je Cinjenica da su svi dobrovoljni
davatelji krvi bili u kontaktu s HBV-om i da su moguci prenositelji HBV-a.

U 2006. godini uocen je priblizno jednak broj HBsAg-pozitivnih kao i godinu prije i godinu
poslije, a na temelju anti-HBc-pozitivnog testa, trajno je odgoden 161 dobrovoljni davatelj krvi.
Prema studijama, vrlo je vazna ¢injenica bila da dobrovoljni davatelj krvi s pozitivnim anti-HBc
testom i/ili anti-HBs i anti-HBe testom, ,.anti-HBc only* pa ¢ak i dobrovoljni davatelj krvi s
negativnim HBV-markerima i negativnom HBV DNK (izmjena faze detekcije i latencije) mogu
prenijeti HBV (3, 9, 32). 1z tog je razloga za daljnju dijagnostiku bilo vazno napraviti i ostale
HBV-markere, ponajvise anti-HBs i anti-HBe. Prateci rezultate studija u to vrijeme, ustanovljeno
je da anti-HBc seroloski test poput ,,zlatnog standarda“ u otkrivanju kontakta s HBV-om (3, 11-
14).

Prevalencija anti-HBc-a 2006. godine (bez osoba s pozitivnim HBsAg-om) iznosila je 1,55 % i
bila je priblizna prevalencijama anti-HBc-a u susjednim zemljama, dok je prevalencija anti-HBc-
pozitivnih u zemljama niskog ekonomskog statusa veca (8, 20, 21, 23, 24, 25). Rasprostranjenost
HBV-a je takoder puno veca te je samim time veéi i broj ljudi koji je dosao u kontakt s HBV-om,
Sto se odnosi i na dobrovoljne davatelje krvi (Egipat 7,8 %, Pakistan 17,28 %). Povezanost
izmedu pozitivnog anti-HBc-testa i OBIl-a odnosno mutiranih oblika HBV-a visestruko je
dokazana u studijama (3, 8, 12-14, 17, 21, 22, 24-26). Prevalencija HBV DNK-pozitivnih u
populaciji anti-HBc-pozitivnih DDK op¢enito iznosila je od 0 do 15 % (19). OBI je identificiran
ul: 1000 do 1 : 50 000 europskih dobrovoljnih davatelja krvi (34). Prevalencija OBI kod
dobrovoljnih davatelja krvi u Juznoj Koreji prema medunarodnom istrazivanju 2008. godine
procjenjuje se na 8,55 na milijun donacija, u Pakistanu jedan od 200 DDK koji su anti-HBc-
pozitivni, HBsAg-negativni i HBV DNK-negativni ima OBI (19, 21).

U Japanu je dokazano da postoji replikacija HBV-a u znathom omjeru zdravih DDK koji imaju
pozitivan anti-HBc (22). Druga studija je pokazala da je od 1026 ispitanih DDK, kod 80 anti-
HBc-pozitivnih (7,8 %) 5 DDK imalo pozitivnu HBV DNK. Dokazana je prisutnost HBV DNK
u jetrenom tkivu u 24 od 33 zdravih DDK (72,7 %), 5 od 30 anti-HBc-pozitivnih primatelja
(16,7 %) (8). U meduvremenu, na svjetskoj se razini radilo PCR-testiranje u minipulovima

uzoraka DDK. Iako se u pocetku smatralo da je pronaden na¢in kako smanjiti tros§kove testiranja,
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a testirati sve dobrovoljne davatelje krvi PCR-metodom na HBV DNK, uoceni su nedostatci tog
nacina testiranja. Najcesce je razrjedenje uzorka bilo preveliko za prisutnu nisku razinu HBV
DNK te je rezultat testiranja Cesto bio lazno negativan (30). Sedam godina kasnije, tehnologija je
znatno uznapredovala i pronadeno je kvalitetno rjeSenje. Od 2012. godine, 30 je zemalja
implementiralo ID-NAT (HBV NAT). U Klinickom zavodu za transfuzijsku medicinu KBC
Osijek od 1. 5. 2013. godine uvodi se ID-NAT koji je u pocetku sluzio za detekciju HBV DNK,
HCV RNK i HIV1 RNK (triplex test), a kasnije i HIV2 RNK u pojedinaénom uzorku
dobrovoljnih davatelja krvi. Uzorke za ID-NAT svih svojih dobrovoljnih davatelja krvi kao i
dobrovoljnih davatelja krvi ostalih cetiriju zupanija koje je preuzeo 2011. - 2014. godine,
Klini¢ki zavod za transfuzijsku medicinu KBC Osijek svakodnevno je slao u Hrvatski zavod za
transfuzijsku medicinu, Petrova 3, Zagreb na ID-NAT testiranja. Na svjetskoj su razini uocene
prednosti ID-NAT-a. Odlic¢an je za dijagnostiku HBV-a u ,,dijagnosti¢kom prozoru®, smanjio ga
je s 40-ak na svega 15 dana. Pokazao se odlicnim u otkrivanju mutiranih oblika HBV-a. S
obzirom na to da dokazuje samu HBV DNK, u rezultatu nije bilo pogrjeske, bez obzira na vrstu
mutacije (33).

Usporedivsi prevalenciju anti-HBc-pozitivnih novih dobrovoljnih davatelja krvi kod nas i one u
Italiji, uzevsi u obzir ¢injenicu da je prijenos OBI-a kod anti-HBc ,,only* oko 3 %, vidljivo je da
je moguénost prijenosa OBI-a u nasem slucaju vrlo mala, ali ne i zanemariva (25). Odbijeno je
155 visestrukih dobrovoljnih davatelja krvi (1,49 %) Sto Cini znatno veci broj mogucih prijenosa
HBV-a iz razloga viSestrukih davanja krvi tijekom godine dana (3 - 4 po davatelju krvi). Broj
trajno odgodenih dobrovoljnih davatelja krvi 2006. godine povecan je (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 i svakako je utjecao na ukupan broj
trajno odgodenih DDK. Vazno je napomenuti da su dobrovoljni davatelji krvi s podruc¢ja Osjecko
- baranjske Zupanije 2006. godine probrani na anti-HBc, dok dobrovoljni davatelji krvi s podrucja
ostalih Cetiriju Zupanija Cije je probirno serolosko testiranje preuzeo Klini¢ki zavod za
transfuzijsku medicinu KBC Osijek 2011. - 2014. godine, nisu bili testirani na anti-HBc. 1z
rezultata testiranja ID-NAT-om vidljivo je da je svih 7 visestrukih dobrovoljnih davatelja krvi
kod kojih je otkrivena okultna hepatitis B virusna infekcija pripadaju tim zupanijama osim jednog
novog dobrovoljnog davatelja krvi s podrucja Osjecko — baranjske Zupanije koji je prvi puta dao
krv.
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Iz tih je rezultata vidljivo da je probir dobrovoljnih davatelja krvi u Osjecko — baranjskoj zupaniji
raden 2006. godine trajno odgodio sve dobrovoljne davatelje krvi koji su bili u kontaktu s HBV-
om. Direktno je utjecao na nepojavnost okultnih hepatitis B virusnih infekcija medu
dobrovoljnim davateljima krvi Osjecko — baranjske zupanije jer nije zabiljezen niti jedna okultna
— hepatitis B virusna infekcija, iako je proslo vise od 6 godina. Istovremeno, niti jedna infekcija
mutiranim oblikom HBV-a ili infekcija u ,,dijagnostickom prozoru‘ nije zabiljezena.

Probir anti-HBc-pozitivnih donacija 2006. godine i uvodenje ID-NAT-a 2015. godine,
uveliko su podigli kvalitetu krvnih pripravaka i opcenito transfuzijskog lijecenja.
Sada se stalno postavlja pitanje: Moze li ID-NAT zamijeniti probirna seroloSka testiranja na
HBsAg i/ili anti-HBc? ID-NAT je svakako odli¢an u dijagnostici trenutne HBV-infekcije (akutne
ili kroni¢ne), mutiranih oblika HBV-a i infekcije za vrijeme ,,dijagnosti¢kog prozora®. Medutim,
za dijagnostiku OBI-a koji moze biti seropozitivan ili seronegativan odnosno moze imati ID-
NAT pozitivan ili negativan, vrlo je vazna dijagnostika anti-HBc-a. Rizik od HBV DNK
pozitivne donacije OBIl-a 100 puta je ve¢i od procijenjenog preostalog rizika povezanog s
,.dijagnostickim prozorom‘ HBV-infekcije (29).
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10.

Priblizan broj dobrovoljnih davatelja krvi u Klinickom zavodu za transfuzijsku medicinu
KBC Osijek imao je pozitivan rezultat HBsAg-testa u 2005., 2006. i 2007. godini.
Rezultati Klinickog zavoda za transfuzijsku medicinu KBC Osijek prate hrvatski prosjek.
Testiranje krvi na anti-HBc tijekom 2006. godine povecéalo je broj trajno odgodenih
davatelja u odnosu na godinu prije i godinu poslije kao i u odnosu na broj trajno
odgodenih u Republici Hrvatskoj.

Probir na anti-HBc u Klini¢kom zavodu za transfuzijsku medicinu KBC Osijek utjecao je
na smanjenje ukupnog broja aktivnih dobrovoljnih davatelja krvi.

Veéinu anti-HBC trajno odgodenih ¢inili su dobrovoljni davatelji krvi koji su uz anti-HBc
imali pozitivne i ostale HBV-markere (140/10398), dok je anti-HBc only dobrovoljnih
davatelja krvi bilo 21.

U 2005., 2006. i 2007. godini vec¢inu dobrovoljnih davatelja krvi ¢ine muskarci koji krv
daju visestruko te su sukladno tome trajno odgodeni dobrovoljni davatelji krvi ve¢inom
muskarci, viSestruki davatelji krvi.

Sve utvrdene okultne hepatitis B virusne infekcije visestrukih dobrovoljnih davatelja krvi
su iz zupanija koje nisu prosle probir na anti-HBc.

Jedna okultna hepatitis B virusna infekcija u Osjec¢ko-baranjskoj Zupaniji pronadena je
kod novog dobrovoljnog davatelja krvi koji takoder nije proSao probir na anti-HBC.

U skupini dobrovoljnih davatelja krvi koji su prosli probir na anti-HBc nije bilo okultnih
hepatitis B virusnih infekcija $to upucuje na to da je probir na anti-HBC povezan s
nepojavnosti okultnih hepatitis B virusnih infekcija u populaciji dobrovoljnih davatelja
krvi.

Nakon rutinskog testiranja ID-NAT-om tijekom 2013., 2014., 2015. i 2016. godine pojava
okultnih hepatitis B virusnih infekcija ima tendenciju pada.

Izdvajanjem donacija krvi pozitivnih na HBSAg i anti-HBc smanjena je i onemoguéena

njihova uporaba te je sprije¢en moguci prijenos bilo kojeg oblika HBV-infekcije.

11. Uvodenjem ID-NAT-a poboljsana je kvaliteta transfuzijskih pripravaka.
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CILJ
Na temelju ¢injenice da je anti-HBc siguran pokazatelj kontakta s HBV-om, KZTM KBC Osijek

uvodi anti-HBc test kako bi smanjio rezidualni rizik prijenosa HBV-a transfuzijom.

NACRT STUDIJE

Presjecna studija.

ISPITANICI | METODE
S obzirom na moguce razli¢ite seroloske statuse OBI-a, 2006. godine svi su DDK testirani na

HBsAg i anti-HBc. Svim pozitivnim uzorcima DDK su u¢injeni HBV-markeri.

REZULTATI

Svi anti-HBc-pozitivni DDK (161/10398) uz HBsAg-pozitivne DDK (6/10398), trajno su
odgodeni. Vecinu anti-HBc trajno odgodenih ¢inili su DDK koji su uz anti-HBc imali pozitivne i
ostale HBV-markere (140/10398), dok je ,anti-HBc only* DDK bilo 21. Veéinu trajno
odgodenih DDK ¢inili su muskarci, visestruki DDK. Od 1. 5. 2013. godine, kada je uvedeno
rutinsko testiranje na ID-NAT u KZTM KBC Osijek do kraja su godine otkrivena cetiri OBI-a,
2014. i 2015. godine po dva, a 2016. godine niti jedan. Znacajno je da je 7 OBI-a otkriveno kod
DDK iz Zupanija koje nisu prosle probir na anti-HBc. Radi se o respektabilnom broju u tri i pol
godine s obzirom na to da se radi o visestrukim DDK koji krv daju najéescée 3 - 4 puta godiSnje.

OBI je imao jedan DDK OBZ-a koji je prvi puta dao Krv.

ZAKLJUCAK

Iz rezultata je vidljivo kako je probir DDK OBZ-a raden 2006. godine trajno odgodio sve DDK
koji su bili u kontaktu s HBV-om. Utjecao je na nepojavnost OBI-a medu DDK OBZ-a jer nije
zabiljezen niti jedan OBI, iako je od probira proslo vise od 6 godina. Anti-HBc-test je potvrdio

svoju u¢inkovitost i vaznost uporabe U cilju smanjivanja rezidualnog rizika prijenosa HBV-a.
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Kljuéne rijeci: dobrovoljni davatelj krvi, okultna HBV infekcija, anti-HBc, ID-NAT, transfuzija

krvi
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OBJECTIVES
Based on the fact that anti-HBc is a proven indicator of HBV contact, Clinical Department of
Transfusion Medicine at Clinical Hospital Center Osijek introduced anti-HBc test to reduce the

residual risk of HBV transfusion.

STUDY DESIGN

Cross-sectional study.

PARTICIPANTS AND METHODS
In 2006., given the possible different OBI serological status, all voluntary blood donors have
been tested for HBsAg and anti-HBc. All positive samples of voluntary blood donors have also

been tested for HBV markers.

RESULTS

All anti-HBc positive blood donors (161/10398) and HBsAg positive blood donors (6/10398)
were permanently deferred. The majority of anti-HBc permanently deferred blood donors also
had positive HBV markers (140/10398) along with anti-HBc (140/10398), while there were 21
“anti-HBc only” blood donors. Majority of permanently deferred blood donors were male,
multiple blood donors. From 1% May 2013, when the routine ID-NAT test was introduced at
Clinical Hospital Center Osijek, to the end of the year, only four OBIs were found, in 2014 and
2015 there were two, and in 2016 none. Significantly, seven OBIs were detected in blood donors
from counties that did not introduce anti-HBc screening. It is a respectable number in three and a
half years since it usually multiple blood donor gives blood 3 to 4 times a year. OBI was also

found in one first-time blood donor in Osijek-Baranya County.

CONCLUSION
From the results it is evident that the screening in 2006 in Osijek —Baranya County resulted in

permanent deferral of all blood donors who were in contact with HBV. It has directly influenced
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the lack of OBI among blood donors in the County, since no OBI has been recorded, although
more than 6 years have passed. The anti-HBc test confirmed its effectiveness and its importance
in reducing the residual risk of HBV transmission.

Keywords: voluntary blood donor, occult HBV infection, anti-HBc, ID-NAT, blood transfusion
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