Vaznost detekcije protutijela na srzni antigen u
identifikaciji dobrovoljnih davatelja krvi s okulthom
infekcijom virusom hepatitisa B

Miletié¢, Manuela

Doctoral thesis / Disertacija
2019

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, Faculty of Pharmacy and Biochemistry / SveuciliSte u Zagrebu, Farmaceutsko-
biokemijski fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://urn.nsk.hr/um:nbn:hr:163:610542

Rights / Prava: In copyright /Zasti¢eno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-05-20

Repository / Repozitorij:

Repository of Faculty of Pharmacy and
Biochemistry University of Zagreb

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORILII



https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:163:610542
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.pharma.unizg.hr
https://repozitorij.pharma.unizg.hr
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/pharma:2041
https://dabar.srce.hr/islandora/object/pharma:2041

Sveuciliste u Zagrebu

FARMACEUTSKO - BIOKEMIJSKI FAKULTET

Manuela Mileti¢

VAZNOST DETEKCIJE PROTUTIJELA
NA SRZNI ANTIGEN U
IDENTIFIKACIJI DOBROVOLJNIH
DAVATELJA KRVI S OKULTNOM
INFEKCIJOM VIRUSOM HEPATITISA
B

DOKTORSKI RAD

Zagreb, 2019.



SveuciliSte u Zagrebu

FARMACEUTSKO-BIOKEMIJSKI FAKULTET

Manuela Miletié

VAZNOST DETEKCIJE PROTUTIJELA
NA SRZNI ANTIGEN U
IDENTIFIKACIJI DOBROVOLJNIH
DAVATELJA KRVI S OKULTNOM
INFEKCIJOM VIRUSOM HEPATITISA
B

DOKTORSKI RAD

Mentor: Prof. dr. sc. Karmela BariSi¢

Zagreb, 2019



SveuciliSte u Zagrebu

FACULTY OF PHARMACY AND BIOCHEMISTRY

Manuela Miletié

THE SIGNIFICANCE OF Anti-HBc
DETECTION IN IDENTIFICATION OF
VOLUNTEER BLOOD DONORS WITH
OCCULT HEPATITIS B VIRUS
INFECTION IN CROATIA

DOCTORAL THESIS

Supervisor: Prof. Karmela Barisi¢, PhD

Zagreb, 2019



Rad je predan na ocjenu Fakultetskom vijecu Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta Sveucilista
u Zagrebu radi stjecanja akademskog stupnja doktora znanosti u podrucju biomedicine i

zdravstva, polje farmacija, grana medicinska biokemija.

Rad je izraden u Hrvatskom zavodu za transfuzijsku medicinu, i to u Odjelu za dijagnostiku
krvlju prenosivih bolesti, Odjelu za testiranje davatelja krvi i Odjelu za molekularnu

dijagnostiku.






Posveta

Moyj doktorski rad posvecujem svom pokojnom ocu

Antunu Mileti¢u,
vjecnom lickom sokolu,
za svu dobrotu, mirnocu, ljubav i mudrost koju mi je dao!
I dalje ¢ujem njegov hod i vidim duboke jasne plave oci,
Vidim ceskanje po glavi, dok je razmisljao, i ruke tople, zastitnicke,
I pamtim nastojanje da bude uvijek dobra vila svima!

Nikada drugog umanjio, da bi sebe uzdigao!

Uz tatu ide i mama, Katarina Miletié,
I majcinska ljubav, koju samo svaka mama zna,

Sretan je onaj tko mamu ima!



Zahvale

Mojoj Ivanki, dr. sc. Ivanki Mihaljevi¢, neizmjerno hvala bas za sve! Bila je i jest,
prijateljica, kolegica, uciteljica, druga mama, i rame za veselje i plakanje, podrska i stijena.

Nije mi dala da odustanem! Bas kao cccDNA je u mom srcu!

Mom laboratorijskom TIMU Al! — Slobodanu Staniéu, Vjekoslavu Tancéaku, Sanji
PustiSek, .§'teﬁci Turkalj, Romani Klancir, Katici Racié | DuSanu Puraskovi¢u hvala na
profesionalnosti iz dana u dan, na bezrezervnoj pomoci i entuzijazmu za sve moje ideje! Oni

koji u Zivot drugih unesu svjetlost, ne mogu je sakriti od sebe! Vi ste nasa mRNA!

Kolegama, prim. dr. sc. Tomislavu Vuku, dr. sc. Jasni Bingulac-Popovié, dr. sc. Ani
Hedéimovié (,,Ana, koliki je P; nema mediana, ima li korelacije... ), dr. Miljani Stoji¢
Vidovié i spec. Ivani Babié, hvala na zajednickom radu, rezultatima, podrsci i energiji u

izradi ovog istrazivanja! Vi ste kao DNA-polimeraza!l

Laboratorijskom timu A2! — Manueli Pavlica, Ru%i Medved, Salihu Bajricu i Ivani Zokvié

hvala za srdacnost i dobru energiju!

Prof. dr. sc. Karmeli Barisi¢, koja je pristala na circulus vitiosus, za sugestije, misljenja i

brigu hvala od srca!

Mojoj djeci, Antoniu i Danielu Lovriéu, koji su de facto u svakoj mojoj stanici, hvala za svo
veselje i srecu i ljubav, jer o vama stalno razmisljam i zbog vas nisam odustala kada je bilo

najteze! Pomogli ste mi da zadrzim BoZju rijec u srcu! Vi ste moj HBcAg!

Mom bratu, Davoru Mileticu, moralnoj vertikali u mom Zivotu, hvala sto postoji! Zivot bi bio

prazan bez tebe!

Mojim nec¢acima Dominiku, Gabrielu i Luciji Mileti¢, hvala za novu dimenziju Zivota, za

dokaz da u sebi imamo neizmjerno ljubavi, i stalno iz pocetka!

Mojim prijateljicama, dr. Mirki Berendika, Diani Hodak, dr. Mariji RuSevijan, dr. Milici

Liker, Lidiji Grgi¢, mag. Darki Stosié, dr. Martini Radmanovié, hvala za rijeci: Mozes ti to!

Dragom Goranu Boezic¢eviéu hvala jer mi dokazuje da zivot prolazi uludo ako se ljubav ne

daje!

see.i Onda kad ne bude nas bilo, pivat ¢e se pisme nase...“



Sazetak

SAZETAK

Okultna infekcija virusom hepatitisa B (OBI) u davatelja krvi naj¢eséi je uzrok prijenosa
virusa hepatitisa B (HBV) transfuzijama krvnih pripravaka. OBI se definira kao prisutnost
virusne DNA bez prisustva HBsAg-a u krvi izvan tzv. window perioda (WP) infekcije. Kod
OBl-ja nisu nuzno prisutna specificna protutijela na virusne antigene, medutim ako jesu
(seropozitivni OBI), najées¢e su prisutna protutijela na srzni antigen HBV-a, anti-HBc.
Obzirom na negativan rezultat HBsAg-a i intermitentnu viremiju, prisutna anti-HBc jedini su

biljeg koji moze upucivati na OBI.

Kako testiranje krvi dobrovoljnih davatelja (DDK) u Republici Hrvatskoj ne ukljucuje
testiranje na anti-HBc, glavni cilj i svrha ovog istrazivanja bio je odrediti prevalenciju anti-
HBc-a u populaciji DDK-a Hrvatskog zavoda za transfuzijsku medicinu (HZTM), ukupnu te
prema dobi, spolu i broju davanja krvi, utvrditi vaznost odredivanja anti-HBc-a u detekciji OBI-
ja, prevalenciju OBI-ja u populaciji DDK-a i procjeniti rizik od prijenosa HBV-a transfuzijama
krvi ukljucuju¢i DDK-e s OBI-jem. U tu svrhu analizirana je prisutnost anti-HBc-a i protutijela
na druge antigene HBV-a te virusne DNA u arhivskim uzorcima DDK-a HZTM-a iz 2004.
(7561 uzoraka) i iz 2013. godine (7318 uzoraka) te prospektivno u 2017. godini 5090 uzoraka

krvi.

ZabiljeZen je znacajan pad prevalencije anti-HBc-a u populaciji DDK-a HZTM-a, i to 4
puta, s 5,24 % na 1,32 %, sto je uglavnom posljedica pada prevalencije u visestrukih davatelja
krvi s 5,90 % na 1,38 %. Seroloski HBV profili anti-HBc pozitivhih DDK-a nisu se znacajno
promijenili u ispitivanom razdoblju, udjeli anti-HBs, anti-HBe i anti-HBc-only pozitivnih
DDK-a bili su podjednaki u sve tri godine istrazivanja. Srednja izra¢unata avidnost anti-HBc
IgG-a je 0,92 sto upucuje na davni kontakt s HBV-om. Prevalencija anti-HBc-a u populaciji
DDK-aHZTM-aod 1:19u2013.1 1:76 u 2017. godini, znacajno je visa od prevalencije DDK-
as OBI-jem, koja je 2013. bila 1:11.213, 2 2017. godine 1:30.932. Ostatni rizik za 2004. godinu
iznosi 1:14.925; za 2013. godinu 1:11.363; za 2017. godinu 1:83.333. Ostatni rizik ima silazni
trend. Eliminacijom svih anti-HBc pozitivnih trebalo bi nadoknaditi minimalno 1,32 % DDK-
a.

Rad predstavlja originalni znanstveni doprinos u potvrdi vaznosti anti-HBC testa u
otkrivanju DDK-a s mogué¢im OBI-jem, u slucajevima intermitentne HBV DNA viremije, te U

odabiru strategije ispitivanja DDK na anti-HBc, uz postojeci panel HBsAg i ID-NAT (od engl.
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Individual Donor-Nucleic Acid Testing) u Republici Hrvatskoj, sto bi bila dodatna mjera u
sprijecavanju prijenosa HBV-a krvlju i krvnim pripravcima.
Kljuéne rije¢i: dobrovoljni davatelji krvi (DDK), prevalencija anti-HBc-a, okultna infekcija

virusom hepatitisa B (OBI).
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1. Introduction

The risk of transfusion-transmitted hepatitis B virus (HBV) infection is very low but
remains higher than the transmission risk associated with other viruses for which mandatory
testing is also in place (Candotti i Allain 2009). This difference in transfusion-transmission risk
may be related to the variability of the clinical presentation of HBV infection and the associated
host's immune responses, the viral replication and serological markers dynamics that makes
both the selection of blood donors and testing more difficult. Which tests are to be used for
blood donor (BD) screening will depend on the HBV prevalence in the general and BD
populations, the ratio of first-time (FTD) and repeat donors (RD), self-sufficiency in blood

supply, and the country’s economic resources.

According to the WHO report (WHO 2017), several methods for HBV BD testing are
available: a) HBsAg testing is the most common strategy globally, used by 56 % (98/176) of
WHO member states (Europe: 32.5 % or 14/43); b) HBsAg and anti-HBc testing is used by
17.6 % (31/176) of countries worldwide (Europe: 9.3 % or 4/43) including 5 countries (3 of
which are EU member states) that implemented selective anti-HBc tests; ¢) HBV DNA and
HBsA(g testing is used by 11.9 % (21/176) of countries (Europe: 27 % or 12/43); and d) HBV
DNA, HBsAg and anti-HBc testing is used in 7.4 % (12/176) of countries including 11.6 %
(5/43) of European countries. Additional 8 countries (including 5 EU member states)
implemented the 3-test strategy with selective anti-HBc testing.

The implementation of molecular testing allowed the detection of occult hepatitis B virus
infection (OBI) also characterized by the presence of detectable anti-HBc (Raimonndo et al.
2008; Lee 1997). Anti-HBc testing proved to be more efficient than NAT (Nucleic Acid
Testing) when HBV DNA load corresponds to the lower limit of sensitivity of the NAT assay
(<3 IU/mL HBV DNA). However, in the absence of molecular testing, qualitative anti-HBc
testing does not discriminate between potentially infectious and non-infectious samples (Allain
2004; Stramer et al. 2012; Lelie et al. 2017; O’Brien et al. 2007). Anti-HBc was used recently
as a supplementary test in the HBV DNA ID-NAT confirmation algorithm for initially reactive
(IR) and non-repeated reactive (NRR) blood donors with HBV DNA load usually below 10
IU/mL and not confirmed by using quantitative highly sensitive tests or discriminatory ID-NAT

tests.
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Croatian Institute of Transfusion Medicine (CITM) is a national reference centre for
transfusion medicine which collects more than 50 % of all blood donations in Croatia every
year (approx. 100,000 donations). The need to change BD HBYV testing strategy in Croatia by
introducing anti-HBc was assessed first in 2005 by using archive samples of BD collected in
2004. This study aimed to establish the frequency of anti-HBc-only positive donors and their
infectivity as HBV DNA testing was limited to this group of donors (Mihaljevi¢ et al. 2007).
Two other studies investigating the efficiency of the anti-HBc marker in BD testing were carried
out in 2013 and 2017. The objectives of the present study were to document anti-HBc
prevalence in Croatian BDs (in CITM) over a 14-years period, analyse trends in anti-HBc
prevalence according to age and gender and according to number of donations, to evaluate the
potential infectivity of anti-HBc positive BDs by testing for HBV DNA presence. Data
collected will provide elements to evaluate the impact of a possible introduction of anti-HBc

testing of blood donors on HBV residual risk and potential loss of blood donors.

2. Material and methods
2.1. Blood samples

Archived residual serum samples from blood donations collected in October 2004 and in
July-August 2013 and prospectively collected residual samples in May 2017 by CITM were
included in the study. Samples were collected from consecutive donations and therefore were
not stratified according to gender, age and the number of donations. BDs were classified in the
following age groups: < 20, 20-24, 25-29, 30-34, 35-39, 40-44, 45-49, 50-54, 55-59 and > 60.
Basic characteristics of the tested BD population in the 2004, 2013 and 2017 studies of the
CITM are shown in Table 1. Serum samples were prepared for testing according to the standard
operating procedures, and testing was done according to the manufacturer’s instructions. The
study was performed with the consent of the competent Ethical Committee pursuant to the
Declaration of Helsinki.

2.2. Serological and molecular screening

Table 2 shows assays used for serological markers and HBV DNA testing according to

the manufacturers’ instructions.
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Table 1
Blood donor characteristics in the three studies and residual risk calculation.

o Year of study

Characteristics of blood
donations and donors

2004 2013 2017
Total n blood donations 71,897 100,920 105,323
FTD % 10.1 6.1 6,4
RD % 89.9 93.9 93.6
Total n donors 39,011 49,003 50,445
FTD % 18.6 12.6 13.4
RD % 81.4 87.4 86.6
Female (F) donors % 20.4 21 22.4
HBV prevalence/10° FTD 220 97 29.6
HBV incidence/10° RD 12.6 28 9.2
Anti-HBc tested 7,561 7,318 5,090
F donors % 17.4 13.1 16
M (male) donors % 82.6 86.9 84
Residual risk (RR)? 68 88 12
HBV Look-back/Trace 4/0 11/0 4/0

back

2 Calculation of RR by European Medicines Agency 2016
FTD = first time donors; RD = repeat donors

2.3. Confirmation algorithms for anti-HBc reactivity

All donors tested anti-HBc positive in 2004, 2013 and 2017 were retested with the same
anti-HBc assay and two alternative assays (Table 2). Repeatedly reactive (RR) samples
confirmed with at least two anti-HBc assays were considered confirmed positive. All anti-HBc
positive samples collected in 2004 and 2013 were tested for all HBV markers, whereas all anti-
HBc positive samples from 2017 were tested only for anti-HBc IgM and anti-HBs. In all
samples, HBsAg was also tested with an alternative test to exclude possible “s” mutations in
the HBV genome. HBV DNA was tested in anti-HBc positive samples with a quantitative HBV
DNA test (HBV Monitor/Cobas Amplicor, sensitivity of 54 1U/mL, and HPS/HBV Cobas
TagMan 48, sensitivity of 6 IlU/mL) in 2004, and with ID-NAT assays in 2013 (Procleix Ultrio
Plus test, 95 % LOD for HBV 3.4 1U/mL) and 2017 (Procleix Ultrio Elite test, 95 % LOD for

HBV 4.3 IU/mL).
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Table 2
HBYV tests used for blood donor testing in the three studies.

Year of study
Test
2004 2013 2017
Anti-HBc i?]ﬁ)?t:etr:SC?R\'l{ﬁg ﬁgg Architect Anti-HBc 11 Prism HBcore
screening test g (Abbott) (Abbott)

Anti-HBc
alternative test 1

Anti-HBc
alternative test 2

HBsAg
screening test

ELISA Test System

ETI-AB-COREK PLUS
(DiaSorin)

Vitros aHBc
(Ortho)

Enzygnost HBsAg 5.0
EIA
(Dade-Behring)

Monolisa Anti-HBc
PLUS (Bio-Rad)

Vidas Anti-HBc Total
Il (BioMerieux)

Prism HBsAg
(Abbott)

Architect Anti-
HBc Il (Abbott)

Vidas Anti-HBc
Total 11
(BioMerieux)

Prism HBsAg
(Abbott)

HBsAg Murex HBsAg Version Monolisa HBSAg Monolisa HBSA(g
alternative test 3 ULTRA (Bio-Rad) ULTRA (Bio-Rad)
Anti-HBs Vitros (Ortho) Architect (Abbott) Architect (Abbott)
Anti-HBc IgM Vitros (Ortho) Architect (Abbott) Architect (Abbott)
Anti-HBe Vitros (Ortho) Architect (Abbott) Not done
HBeAg Vitros (Ortho) Architect (Abbott) Not done
HBV

ID-NAT Procleix
Ultrio Elite
(HBV/HCV/HIV-
1/HIV-2) (Grifols)

ID-NAT Procleix Ultrio
Plus (HBV/HCV/HIV)
(Grifols)

MONITOR/Cobas

HBV DNA test Amplicor (Roche)

HPS/HBYV Cobas
TagMan48 (Roche)

2.4. Anti-HBc avidity

Anti-HBc avidity was assessed by Rodella et al. (Rodella et al 2006). For each sample,
two aliquots of 0.1 mL each were subjected to a pre-test dilution, respectively with the Architect
working buffer (B) and with 1 M guanidine chloridate (G). Both aliquots were vortexed and
incubated at room temperature for 30 min and then assayed for anti-HBc automated Architect
Anti-HBc 11 assay (Abbott). The Avidity index has been calculated as the ratio of the S/CO
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value obtained for the G aliquot divided by the S/CO value obtained for the B aliquot. The
arbitrary cutoff for Al is set at 0.70 in order to discriminate acute from chronic (Al >0.70) phase

of infection.

2.5. Statistical methods

The MedCalc v16.2.1 program was used for statistical analysis of results. A test of
proportion (Chi-square test) with the 0.05 significance level was used for establishing the
difference in the number of subjects/BDs according to various categories, anti-HBc prevalence,
presence of HBV DNA and positivity for other HBV markers. Residual risk (RR) was
calculated by the Guidelines on epidemiological data on blood transmissible infections (EMA
2016). The Robert G. Newcombe’s method was used for calculating 95% of confidence

intervals.

3. Results
3.1. Anti-HBc prevalence

Results are shown in Table 3. A statistically significant decrease in anti-HBc prevalence
was observed in 2013 as compared with 2004 (from 5.24 % to 2.56 %; x> =75.741; P<0.001),
as well as in 2017 as compared with 2013 (from 2.56 % to 1.32 %; y? =22.97; P<0.05). The
difference in anti-HBc prevalence in 2013 resulted from a 5.90 % to 2.64 % decreased
prevalence in repeat donors (RD) (x*> =87.670; P<0.001), whereas the decrease in anti-HBc
prevalence in 2017 as compared with 2013 is a result of decreased prevalence in RDs from 2.64
% to 1.38 % (% = 4.04; P<0.05) and in first time donors (FTD) from 0.88 % to 0.32 % (x>
=1.669; P<0.05).

Anti-HBc prevalence has reduced by 4 times in the 14-year period (4.11 in male donors
and 3.09 in female donors). Interestingly enough, the 2013/2017 prevalence reduction index of
1.94 has almost reached the reduction index of 2.05 achieved in the 9-year period between 2004
and 2013. The greatest prevalence reduction was recorded in age groups 25-40 (10-18 times).
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Table 3
Anti-HBc prevalence in blood donors in the years of study.

Anti-HBc prevalence % (95 %Cl) in the different groups of tested donors

Year Anti-HBc

Anti-HBc-only FTD RD F M
2004 5.24 (4.76- 1.37 5.90
5.77) (0.83-2.25) (5.35-6.50)
4.57 5.38
F M F M (3.57-  (4.85-5.97)
0.62 (0.47- 1.43 1.34 5.72 5.93 5.84)
0.82) (0.61-3.30)  (0,73- (4.42- (5.34-
2.45) 7.37) 6.59)
2013 2.56 (2.22- 0.88 2.64
2.95) (0.30-2.56) (2.29-3.04) 2.20 2.61
(1.44-  (2.05-3.03)
F M 3.34)
0.25 (0.16- oFo 1'\25 2.59 2.64
0.39) (0.00-2.56)  (0.53-4.45) (;gg) %2'577)'
2017 1.32 (1.04- 0.32 1.38
1.67) (0.06-1.80) (1.09-1.75) 1.48 1.31
(0.85-  (1.01-1.70)
F M F M 2.57)
0.21 (0.12- 0.0 0.52 1.59 1.35
0.39) (0.00-3.15)  (0.09- (0.89- (1.04-
2.89) 2.82) 1.75)

FTD= first time donors; RD= repeat donors; F= female donors; M= male donors

3.2. Anti-HBc prevalence according to donor’s age and gender

The greatest anti-HBc prevalence reduction in male BDs in 2013 was registered in the
age groups 50-60, whereas a statistically significant reduction was registered in groups older
than 30 years of age (P<0.05). A statistically significant prevalence reduction (P<0.05) in 2017
compared with 2013 was observed in all groups older than 20 years of age.

Anti-HBc prevalence reduction in female BDs in 2013 compared with 2004 was observed
only in the age group 40-44 (P=0.03), and the reduction is not statistically significant in 2017
as compared with 2013 (y?>=1.24; P=0.265), except in the age groups of 25-34, 40-44 and 50-
59 years (P<0.05).
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3.3. Anti-HBc prevalence in FTD and RD

Anti-HBc prevalence in the population of FTDs in 2013 (0.88 %) as compared with 2004
(1.37 %), as well as the prevalence in 2013 as compared with 2017 (0.32 %) does not indicate
a statistically significant difference (x> =0.493; P=0.492) / (x> =0.833; P=0.361). A significant
anti-HBc prevalence reduction in the population of RDs was registered in 2013 as compared
with 2004, in all age groups (x* =88.457; P<0.01) with the exception of the age group 20-24 (¥
=1.217; P=0.27). A reduction in prevalence in 2017 as compared with 2013 was registered in
all age groups (% =243.74; P<0.05).

3.4. Anti-HBc-only prevalence

Anti-HBc-only prevalence in donors tested in 2004 was 0.62 %, whereas in 2013 it was
0.25 %, which showed a statistically significant difference (x> =11.65; P<0.01). Anti-HBc-only
prevalence in donors tested in 2017 was 0.21 %, implying a continuous decline trend; however,
it is not significantly different as compared with 2013 (x?=0.206; P<0.650). Shares of anti-HBc-
only positives among anti-HBc positives amounted to 11.8 %, 9.6 % and 16.4 %, and the
differences are not statistically significant (x> =0.46; P=0.497) (¥>=2.25; P=0.134). Statistically
significant difference was found in the frequency of anti-HBc-only positives among anti-HBc
positives in blood donors younger than 30 years, resulting in a significant prevalence reduction
(23 % in 2004 / 0 % in 2013 - ¥2=50.88; P<0.001, and 0 % in 2017 - x2=19.14; P<0.001).

3.5. Presence of other HBV markers

Testing results have identified almost the same frequency of anti-HBs (80.56 % and 87.57
%) and anti-HBe (37.12 % and 33.16 %) positives among anti-HBc positive BD in 2004 and
2013 (32 =3.12; P=0.0.077) (y2 =0.29; P=0.587). No statistically significant difference was
observed in anti-HBs positive rates among anti-HBc positive BDs from 2013 (87.57 %) and
2017 (82.09 %) (x2 =1.03; P=0.310). Anti-HBs titer greater than 100 IU/L was registered in
54.1 %, 55.1 % and 52.3 % of anti-HBc positives in the three groups with a statistically
significant difference for all three years (P<0.0001). Anti-HBs titer greater than 200 IU/L was
registered in 47.5 %, 43.2 % and 40.4 % of anti-HBc positive from 2004, 2013 and 2017
(statistically significant difference; P<0.0001).
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3.6. Anti-HBc avidity

The anti-HBc 1gG avidity was assessed in 99 anti-HBc positive BD's samples from 2013.
The mean Al was 0,92 (95 %CI 0,89-0,94), median 0,91 (only one BD had Al 0.57), suggesting

a long-standing infection.

3.7. HBV DNA tests in BD samples tested for anti-HBc

HBYV DNA was tested in 47 anti-HBc-only positive BDs from 2004 and all samples tested
negative. Similarly, no viral DNA was detected by ID-NAT in 7,318 and 5,090 BDs from 2013
and 2017, respectively.

4. Discussion

The results showed a significant reduction of anti-HBc prevalence from 5.24 % to 1.32
% over the 14-years period, mostly as a result of reduced prevalence in repeat blood donors
(5.90 % vs. 1.38 %). The reduction in anti-HBc prevalence between 2004 and 2013 was not
associated with gender (reduction index: repeat female BDs (F RDs)/reduction index: repeat
male BD (M RDs) = 2.08/2.06), whereas prevalence reduction in male repeat donors was
greater in 2017 compared to 2013 (F RDs/M RDs reduction index = 1.99/1.49). The greatest
anti-HBc prevalence reduction in male repeat donors was observed in the 25-40 age group, and
in female donors in the 40-49 age group. Possible general factors responsible for this anti-HBc
prevalence reduction, apart from the RD’s age shift, may be related to prevalence reduction in
the general population due to the efficiency of preventive measures such as mandatory testing
of pregnant women, universal vaccinations, safety levels in health-care and paramedic
institutions, as well as of transfusion services, based on selection and testing of BDs, supported
by national IT system and unique BD’s database and centralised confirmatory testing. The
important specific factor for reducing anti-HBc yield is certainly implementation of ID-NAT
BD’s testing in Croatia in 2013. Therefore, if the prevalence of anti-HBc in 2017 (1.32 %) is
corrected for OBI BDs in CITM (total n=27, 2013 till 2017), anti-HBc prevalence would be
1.85 %.

Anti-HBc prevalence decrease in FTD (1.37 % in 2004, 0.88 % in 2013, and 0.32 % in
2017) was not significant between the years. Blood donors from 2004 were only sporadically
vaccinated against HBV whereas the rate of vaccinated donors increased to 10.4 % in 2013 and

27.3 % in 2017 (donors younger than 25 and 30 years of age, respectively). Anti-HBc
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prevalence in donors younger than 25 years of age was 0.32 % in 2013 (FTD 0 %, RD 0.37 %)
and 0% in 2017 (FTD 0 %, RD 0 %). Since the difference in anti-HBc prevalence in 2004/2013
and 2013/2017 among FTD is not statistically significant, it is reasonable to assume that
exposure to HBV is continuously low in this age group. Croatia registers relatively few FTDs
(approx. 10 %), and they are recruited in younger age groups. Hence, 81 % of FTDs tested for
anti-HBc were younger than 29 in 2017, which would imply that they had received a mandatory

vaccination against Hepatitis B virus.

Serological HBV profiles of anti-HBc positives did not change significantly over the
period studied. The rate of anti-HBc-only among the anti-HBc positives was 11.8 % in 2004,
9.6 % in 2013 and 16.4 % in 2017. Similar prevalence were reported in studies conducted in
England (11.8 %) (Allain 2017) and Italy among FTDs (10.4 %) (Romano et al. 2013).
However, a statistically significant difference was found in the frequency of anti-HBc-only
among the anti-HBc positives in blood donors younger than 30 years, mainly related to a general
reduction of HBV prevalence in our donor population. Anti-HBs positive rates among anti-HBc
positive BDs were very similar during all three periods (80.56 % in 2004, 87.57 % in 2013 and
82.09 % in 2017). The rates of BDs who were anti-HBs negative or having anti-HBs titer less
than 100 1U/L (45.9 % in 2004, 44.9 % in 2013 and 47.7 % in 2017) or less than 200 IU/L (52.5
%, 56.8 % and 59.6 %, respectively) were very stable over the whole period studied. In 2004
the rate of anti-HBe positives among anti-HBc positives was 37.12 % and 33.16 % in 2013
indicating stable serological profile in HBsAg-negative and anti-HBc positive BDs. There was
only one registered case of an anti-HBc IgM grey-zone result in 2004 and no case of HBe
antigenemia.

HBV DNA or OBI was not detected in 2004 among 47 anti-HBc-only positives tested
with an assay sensitivity of 6 and 54 IU/mL. The use of highly sensitive ID-NAT assays also
failed to detect HBV DNA in 12,408 BDs in 2013 and 2017.

A simulation of introducing anti-HBc test in testing of BD in Croatia, based on anti-HBc
prevalence in 2017 (1.32 %; 95 %CI 1.04 %-1.67 %) and 95,000 blood donors per year (18,000
FTDs and 77,000 RDs) and the annual average number of donations by repeat donors of 2.1
would lead to the loss of: a) 988-1,587 blood donors in case of universal testing with elimination
of all anti-HBc positives, which would correspond to a loss of 1,869-2,999 blood donations a
year, b) 472-758 blood donors in case of universal testing with elimination of all anti-HBs
positives with a titer of less than 100 IU/L, which would correspond to a loss of 893-1,434
blood donations a year, ¢) 589-947 blood donors in case of universal testing with elimination
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of all anti-HBs positives with a titer of less than 200 1U/L, which would correspond to a loss of
1,115-1,790 blood donations a year, and d) 11-326 blood donors in case of testing of first-time
blood donors only.

However, the present study did not evidence the presence of OBI infection among anti-
HBc positives. In the first year of testing blood donors in Croatia with ID-NAT tests (2013),
the frequency of OBI was reported at 1:7,031, whereas after the 3-year period it was reported
at 1:10,900 donations (Safic Stanic et al. 2017), followed by a further significant decrease:
1:98,494 in 2016, 1:28,495 in 2017 (in CITM 1:30,932) and 1:195,815 in 2018. But the
frequency of anti-HBc positive blood donors in the CITM was 1:19 in 2013 and 1:76 in 2017.
RR decreases, from 67/10° donations in 2004, 88/10° in 2013 and 12/10° in 2017. The analysis
of 23 OBI donor archive samples showed the consistency of anti-HBc positive results (100%),
as opposed to ID-NAT (63 %) and ID-NAT reproducibility (50 %), as expected for samples
with a low HBV DNA viral load (Mihaljevi¢ et al. 2014). Those data support the importance of
anti-HBc testing in identifying OBI donors.

5. Conclusion

During the period 2004-2017, a significant 4-times decrease in anti-HBc prevalence in
Croatian blood donors from 5.24 % to 1.32 % was observed. No OBI infection among anti-HBc
positive BDs was detected in this study. Due to the high consistency of anti-HBc in Croatian
OBI BDs, a strategy of universal testing of blood donors for this marker in addition to existing
HBsAg and ID-NAT screening in Croatia would represent an additional measure to prevent
HBV transmission by blood and blood components. By deferring all anti-HBc positive donors,
at least 1.32 % of blood donors should be substituted. Testing of FTDs only would be a less
efficient method of risk reduction because: a) in Croatia OBI donors have been identified only
in RDs (age group 43-67, M 58 years), b) FTDs mostly consist of young people who have
already been vaccinated against HBV virus, and c) results from the most recent study have
identified no anti-HBc positives among donors younger than 29 years of age. The decision to
include mandatory anti-HBc testing in the existing BD screening strategy needs to be supported

by further cost-benefit analyses.

Keywords: blood donors, anti-HBc seroprevalence, OBI
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1.1. VIRUSNI HEPATITIS

1.1.1. Infekcija virusom hepatitisa B (HBV)

Virusni hepatitis B jest upala jetre uzrokovana virusom hepatitisa B (HBV). Tijek
infekcije ovisi o koli¢ini virusa (razini replikacije virusa), imunom odgovoru domacina, dobi u
kojoj je infekcija stecena i spolu. HBV izaziva akutni i/ili kroni¢ni hepatitis (Feitelson i sur.,
1986). Poznate su tri stadija HBV infekcije: akutni, kroni¢ni (u koji spada i okultni hepatitis B
(engl. Occult hepatitis B Infection, OBI)) i fulminantni hepatitis B. Prosje¢no inkubacijsko
razdoblje za hepatitis B je 75 dana, a varira od 30 do 180 dana. Izvan tijela HBV moze prezivjeti
oko 7 dana. Virus se moze detektirati 30 do 60 dana nakon infekcije i moze perzistirati i izazvati

kroni¢ni hepatitis B.

Ako je odrasla imunokompetenta osoba inficirana niskom dozom virusa, u 95 %
slu¢ajeva dogada se eliminacija virusa i imunost. Ako se takva osoba inficira visokom dozom
HBV-a, to moze dovesti do akutnog hepatitisa B koji je karakteriziran simptomima slicnim
gripi, umorom, abdominalnom boli i Zuticom. U zemljama niske prevalencije akutni se hepatitis
B javlja uglavnom u populacijama s visokim rizikom od infekcije, kao $to su muSkarci koji
prakticiraju seks s muskarcima (engl. Men who have Sex with Men, MSM) i intravenski
ovisnici. Medutim, u manje od 1 % akutno zarazenih moze se razviti fulminantni hepatitis koji,

ako se ne lijec€i, izaziva smrt za nekoliko dana zbog fatalnog zatajenja jetre.

U 90 % svih HBV inficiranih (pogotovo zarazene djece preko majki) i 5 % odraslih
razvija se kroni¢na infekcija koja moze godinama biti asimptomatska, ¢ak 30 godina i vise prije
pojave klini¢kih simptoma bolesti, te progradira u perzistentni hepatitis, cirozu i hepatocelularni
karcinom (engl. HepatoCellular Carcinoma, HCC). Ucestalost HCC-a je u korelaciji s virusnim
opterecenjem/titrom (engl. Viral Load, VL), zbog Cega bi se sve zaraZene osobe trebale lijeciti
kako bi se smanjio VL, odnosno rizik od HCC-a (Conjeevaram i sur., 2003).

Za sada je ljudski HBV podijeljen u 10 glavnih genotipova (A do J), bazirano na vise
od 8 % nukleotidnih varijacija cijelog genoma. Osim na molekulskoj razini i zemljopisnoj
raspodjeli, razlikuju se po ja¢ini mutacije, odgovoru na terapiju, klinickoj manifestaciji i
ucestalosti mutacija. Kako su genotipovi povezani s hepatokarcinogenezom, vazno je poznavati

genomske varijante u odredenoj populaciji (Sung i sur., 2008). Genotipovi se dalje mogu
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podijeliti na nekoliko subgenotipova (vise od 4 % nukleotidnih varijacija). Razdioba
genotipova HBV-a u svijetu odraz je prevalentne etnicke distribucije (Bartholomeusz i
Schaefer, 2004), a genotip D je najucestaliji. U Republici Hrvatskoj ucestalost genotipa A je 8
%, a genotipa D 80 % (Deterding i sur., 2008). Odgovor na terapiju kroni¢cne HBV infekcije

ovisi 1 0 genotipu i subtipu virusa, a terapija se provodi u kroni¢noj infekciji.

1.1.2. Globalna epidemiologija hepatitisa B

HBYV infekcija usprkos specifi¢nih mjera prevencije i dalje predstavlja globalni javno
zdravstveni problem. Prema podacima Svjetske zdravstvene organizacije (engl. World Health
Organization, WHO) iz 2017. godine (Global Hepatitis Report, 2017) u 2015. godini je oko 257
milijuna ljudi Zivjelo s HBV infekcijom (Sto je oko 3,5 % populacije). Epidemije uzrokovane
HBV-om zabiljezene su u Africi i Zapadnom Pacifiku. Prevalencije HBV infekcije, odnosno

HBsAg-a, prikazane su na slici 1.1.
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Slika 1.1. Prevalencija HBV (HBsAg) infekcije u opcoj populaciji u 2015. godini.
(Prevlencija po regijama u %: Afrika — 6,1; Amerika — 0,7, Istoc¢ni Mediteran — 3,3; Europa —
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1,6; Jugo-istocna Azija — 2,0; Zapadni Pacifik — 6,2.). Preuzeto i prilagodeno (uz dopustenje
nakladnika) iz Global Hepatitis Report, 2017.

Najveéi ucinak u suzbijanju HBV infekcije je uspjesno cijepljenje. Globalno se
cijepljenje s tri doze cjepiva 2015. godine provodilo se u 84 % zemalja. To je dovelo do
smanjenja prijenosa HBV-a u prvih pet godina zivota, odnosno do smanjenja prevalencije
HBV-a u djece s 4,7 % (prije uvodenje cijepljenja) na 1,3 %, slika 1.2. Medutim, inicijalnu
doza cjepiva po rodenju dobije svega 39 % djece.

Slika 1.2. Kumulativna incidencija kroni¢ne HBV infekcije u 2015. godini u djece mlade od
5 godina nakon uvedenog cijepljenja. (Prevlencija HBsAg-a po regijama u %: Afrika — 3;
Amerika — 0,2; Istocni Mediteran — 1,6; Europa — 0,4; Jugo-istocna Azija — 0,7; Zapadni
Pacifik — 0,9.) Preuzeto (uz dopustenje nakladnika) iz Global Hepatitis Report, 2017.

Ogranicen je i pristup testiranju na virusne hepatitise pa je tako svega 9 % ljudi

inficiranih HBV-om dijagnosticirano (22 milijuna), od kojih se svega 8 % (1,7 milijuna) lijeci.
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Virusni hepatitisi 2015. godine uzrokovali su oko 1,34 milijuna smrti, slika 1.3, od ¢ega 66 %

zbog komplikacija kroni¢ne HBV infekcije (ciroza i/ili HCC).
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HAV: hepatitis A virus; HBV: hepatitis B virus; HCV: hepatitis C virus; HEV: hepatitis E virus; HCC:

hepatocelularni karcinom

Slika 1.3. Smrti zbog virusnih hepatitisa u 2015. godini. Preuzeto i prilagodeno (uz
dopustenje nakladnika) iz Global Hepatitis Report, 2017.

Prema podacima globalne sustavne analize (Global Burden of Diseases 2015
Collaborators) globalna incidencija hepatitisa B 2015. godine bila je 111,212.000, $to je u
odnosu na 2005. godinu porast od 13,2 %, dok je globalna prevalencija 2015. godine bila 356,
083.400, $to je u odnosu na 2005. godinu statisticki znacajan porast od 2,8 %. Globalna
prevalencija akutnog hepatitisa B 2015. godine bila je 12,832.200 (u odnosu na 2005. godinu
porast od 1 %), a kroni¢nog 343,251.200 (statisticki zna¢ajan porast od 2,8 %).
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1.1.3. Epidemiologija hepatitisa B u Republici Hrvatskoj

Ukupan broj prijava hepatitisa B u Hrvatskoj prema Hrvatskom zavodu za javno zdravstvo
(dostupno na:  https://www.hzjz.hr/wp-content/uploads/2018/11/ZBVHR_2017_Final.pdf)
prikazan je na slici 1.4. Imunizacija usmjerena na hepatitis B obvezatna je za sve osobe u
zdravstvenim i drugim ustanovama, kao i za zdravstvene djelatnike u privatnoj praksi koji su
pri obavljanju svog posla pojacano izlozeni zarazi, odnosno pri obavljanju svog posla dolaze u

neposredan dodir sa zarazenim osobama i zaraZzenim materijalom (krv, ekskreti, sekreti).

Imunizacija usmjerena na hepatitis B obvezatna je i za novoroden¢ad, bolesnike na
hemodijalizi, spolne partnere HBsAg pozitivnih osoba, osoblje zavoda za duSevno zaostale
osobe, intravenske ovisnike o opojnim drogama, bolesnike koji boluju od hemofilije i leukemije
I obiteljske kontakte HBsAg pozitivnih osoba. Cijepljenje djece usmjereno na hepatitis B
zapocelo je 1999. godine i to djece u Sestom razredu osnovne $kole, odnosno 12-godisnjake, a
2007. godine i sve novorodencadi. Pojavnost akutnog hepatitisa B je s oko 5/100.000 1999.
godine, pala 2012. na manje od 1/100.000 stanovnika, a kroni¢no nosilastvo se procjenjuje na
0,7 % (0,4 do 1,2 %). Znacajno je da je u zadnjih 20-tak godina doslo do redukcije akutnog
hepatitisa B za 75,6 %, i nosilastva HBsAg za 60,7 % u dobnoj skupini od 15 do 29 godina

starosti. NajviSe nosilaca HBV infekcije je u skupini od 30 do 39 godina.


https://www.hzjz.hr/wp-content/uploads/2018/11/ZBVHR_2017_Final.pdf
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UKkupan broj prijava hepatitisa B u Hrvatskoj
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Slika 1.4. Ukupan broj prijava hepatitisa B u Hrvatskoj. Od 1976. do 1987. godine prijavljivao
se samo hepatitis B, a od 1988. godine prijavijuje se i HBsAg nosilastvo. Prema podacima

Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo od 23. studenog 2018. dobivenih elektronskom postom.

HBYV trendovi i u populaciji davatelja krvi u Europi imaju negativan predznak od 4 % za
nove i 9 % za viSestruke davatelje krvi (ECDC, 2016). HBV prevalencija izrazena na 100.000
doza krvi dobrovoljnih davatelja prikupljenih u Republici Hrvatskoj od 1998. do 2018. godine
prikazana je na slici 1.5.
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Prevalencija HBV-a u populaciji DDK-a Republike Hrvatske
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Slika 1.5. HBV prevalencija na 10° doza krvi i ukupan broj doza krvi prikupljenih u
Hrvatskoj od 1998. do 2018. godine. Prevalencija od 1998. do 2012. godine temelji se na
potvrdeno pozitivnom HBsAg-u, a 2013. do 2018. godine na HBsAg i/ili HBV-ID-NAT

testovima.

1.1.4. Putevi prijenosa hepatitisa B

Izvor zaraze HBV infekcije jesu akutno ili kroni¢no zarazene osobe ¢ija krv, sjemena
tekucina, slina, izmet, urin, zu¢, likvor, znoj, suze, mlijeko i1 krv iz pupkovine sadrze virus.
Najveca koncentracija virusa dokazana je u serumu i seroznim sekretima. Najcesce se infekcija
prenosi krvlju, sjemenom tekuc¢inom i slinom, dok su maj¢ino mlijeko i urin malovjerojatni put
prijenosa (Hill i sur., 2002). Tijekom kontakta s tjelesnim tekuc¢inama ili kontaminiranim
priborom, HBV ulazi u organizam kroz oSte¢enu kozu i/ili sluznicu. Vazno je znati da
uc¢inkovitost prijenosa ovisi o koncentraciji virusa, prisutnosti HBeAg-a u Krvi, i virusnim
varijantama koje imaju izrazeniju sposobnost replikacije (Hindman i sur., 1976; Shikata i sur.,
1977).

Govori se o tri osnovna nacina prijenosa HBV-a: Spolni, perkutani/parenteralni i

vvvvv

put prijenosa otpada 80 do 85 % svih infekcija. U razvijenim zemljama cesce je zastupljen u
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MSM populaciji, nego u ostatku populacije (Inoue i Tanaka, 2016), s uc¢es¢em od 70 % infekcije
nakon 5 godina od stupanja u spolne odnose (Alter, 2003).

Perkutani put prijenosa uklju¢uje ulazak virusa kroz o$te¢enu kozu i sluznicu i to preko
zarazenog pribora. Oko 15 do 25 % akutnih HBV infekcija u razvijenim zemljama odnosi se
na ovakav prijenos u populaciji intravenskih ovisnika. Parenteralni put prijenosa povezivao se
s transfuzijama krvi (Alter i sur., 1975). Medutim, nakon uvodenja HBsSAg testa u rutinsko
testiranje davatelja krvi 1971. godine, ovakav prijenos HBV infekcije je rijedak. Procjenjuje se
da se putem krvi prije uvodenja HBSA(Q testa inficiralo 6 % primatelja krvi, a uz HBsAg test
0,3 do 1,7 % primatelja krvi ili manje, dok je u zemljama koje provode testiranje na prisutnost
nukleinske kiseline, NAT (od engl. Nucleic Acid Testing), 0,0015 % primatelja krvi zarazeno
transfuzijama krvi (Niederhauser, 2011). Perkutani prijenos HBV-a ukljucuje i hospitalne
infekcije i paramedicinske zahvate (tetoviranje, akupunkture i body piercing). Procjenjuje se da
se nesterilnim radom/priborom godisnje HBV-om zarazi oko 21 milijun ljudi u svijetu, §to je
tre¢ina ukupno zarazenih. NajviSe putem nesterilnih injekcija ili njihovom ponovnom
uporabom i uporabom multidoznih lijekova (Hutin i sur., 1999; Alter i sur., 1983; Hauri i sur.,
2004). Rizik od prijenosa HBV-a u zdravstvenih djelatnika nakon perkutanog ili mukozalnog
kontakta sa zarazenom krvi ili tjelesnim teku¢inama pacijenata je 6 do 30 % (Beltrami i sur.,
2000).

Perinatalni prijenos nastaje intrauterino kroz o$teCenu placentu ili tijekom poroda i
kasnije dojenjem ili drugim bliskim kontaktom majke i djeteta. Ucinkovitost prijenosa virusa
povezana je s HBeAg nosilastvom, VL-om i prijevremenim porodom kod majke (Stevens i sur.,
1975; Yan i Xu, 1999). Rijedak je prijenos u razvijenim zemljama za razliku od npr. Azije gdje

je ovaj put prijenosa dominantan.

1.1.5. Prirodni tijek HBV infekcije

HBYV infekcija jest dinamicki proces karakteriziran HBV replikativnim i nereplikativnim
fazama baziranih na interakciji virusa (replikacija, genotip, varijanta, koinfekcija) i domacina
(starost, spol, stadij jetrene bolesti, ponavljajuci hepatitis, zadrzana normalizacija alanin-
aminotransferaze (ALT), unos alkohola i imunosna sposobnost) (Fattovich, 2003). Prirodni
tijek HBV infekcije prikazan je na slici 1.6. (Elgouhari i sur., 2008).
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PRIRODNI TIJEK HBV INFEKCIJE

Akutna HBV infekcija
I

Perlnatalno Rano u djetlnjstvu Odrasll
~10% ~90% 20-50% 50-80% ~95% ~5%
RazrijeSena infekcija Kroni¢na infekciia RazriieSena infekciia Kroni¢na infekciia

N ./

Faza imunotoleranciie ————  Faza imunoloske eliminacije
(HBe antigen-negativni kroniéni hepatitis)

~15% 10%-20%/god.
pr;m /
mutacije . . 4%-20% 1 ili vise

Tnaktivno nosilastvo .
seroreverzija

Faza reaktivacije
(HBe antigen-negativni kron. hepatitis)

8%-9%/god. 0.5%-2%/god.
%-6%/god.

Spontani gubitak
HBsAg

Dekompenzaciia < Ciroza > Hepatocelularni
5%/god. 2.5%-5%/god. Karcinom

Slika 1.6. Prirodni tijek HBV nfekcije. Preuzeto i prilagodeno (uz dopustenje nakladnika) iz
Elgouhari i sur. 2008.

1.1.5.1. Akutni hepatitis B

Akutni hepatitis je opcenito subklini¢ki i anikteri¢ni u djece, medutim, 30 do 50 %
odraslih razvije ikteri¢ni hepatitis (McMahon i sur., 1985). Simptomi akutnog hepatitisa B su
umor, muc¢nina, malaksalost, a biokemijski najznacajnije su promjene jetrenih funkcionalnih
testova — porast aktivnosti aspartat-aminotransferaze (AST) i ALT-a, ponekad i iznad 1000
IU/L. U ikteri¢noj fazi, koncentracija bilirubina takoder raste, najées¢e nakon povisenja ALT-
a. lako kataliti¢ka aktivnost ALT-a reflektira hepatocelularno oSte¢enje, ona nema prognosti¢ku
vrijednost. ALT se normalizira za 1 do 4 mjeseca. Pacijenti koji se oporave od akutnog
hepatitisa B razviju zastitna anti-HBs protutijela koja su doZivotna zastita. Medutim, jedan dio

pacijenata bit ¢e kroni¢no zarazen i oko 0,1 do 0,5 % razvit ¢e akutni fulminantni hepatitis.
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Koinfekcije HBV-a virusom hepatitisa D (HDV) ili virusom hepatitisa C (HCV)
povecéavaju rizik od fulminantnog hepatitisa (Smedile i sur., 1982; Feray i sur., 1993). Vjeruje
se da fulminantni hepatitis nastaje zbog snazne imunosne aktivacije domacina $to rezultira
inhibicijom virusne replikacije i masivne lize inficiranih hepatocita, a Sto objasnjava odsusutvo
seroloskih biljega u mnogih pacijenata (Wright i sur., 1992). Prisustvo HBsAg-a, HBeAg-a i
visoki titar HBV DNA duze od 6 mjeseci znaci progresiju u kroni¢énu HBV infekciju (Fong i
sur., 1994).

Starost u vrijeme infekcije najbolje determinira razvoj kroniciteta. Do 90 %
novorodencadi od visoko infektivnih HBsAg i HBeAg pozitivnih majki postanu kroni¢ni
nositelji HBV-a, za razliku od oko 30 % inficirane djece nakon neonatalnog perioda, a prije
pete godine zivota (McMahon i sur., 1985; Chang, 2000).

Dinamiku seroloskih biljega u akutnom hepatitisu B Kkarakterizira redoslijed njihove
pojave u krvi i koli¢ina (titar), slika 1.7. HBV DNA moze se dokazati 14 dana nakon infekcije,
te za 10-tak dana HBsAg i HBeAg. Zarazena osoba pocinje stvarati specifi¢na protutijela, prvo
usmjerena na HBcAg (IgM i 1gG), potom na HBeAg i kona¢no 6 mjeseci nakon infekcije
javljaju se HBsAg specifi¢na protutijela, anti-HBs (Kao, 2008). Ponekad se zbog brzog klirensa
HBsAg-a ne mogu detektirati anti-HBs nego samo anti-HBc IgM. Serokonverzija HBeAg/anti-

HBe je prvi znak supresije replikacije i moguceg izljecenja.

HBsAg Anti-HBs

HBeAg Anti-HBe

HBV-DNA

Anti-HBclgM

Anti-HBc (ukupni)

Porast aktivnosti ALT

Simptomi zaraze

0 1 2 4 5 7 8 12 16 20 24 28 32 36 52

Tjedni

Slika 1.7. Dinamika biljega u akutnom hepatitisu B s opravkom. Preuzeto i prilagodeno (uz
dopustenje nakladnika) iz Elgouhari i sur. 2008.
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1.1.5.2. Kroni¢ni hepatitis B (KHB)

Manje od 5 % imunokompetentnih osoba inficiranih HBV-om razvit ¢e KHB koji moze
biti simptomatski, asimptomatski i skriveni ili okultni (OBI). KHB infekciju definira pozitivan
rezultat HBsAg-a duze od 6 mjeseci. Konstelacija HBV biljega u kroni¢noj infekciji prikazana
je na slici 1.8. U KHB aktivnosti jetrenih enzima variraju od normalnih do 5 puta poviSenih
vrijednosti.  Trombocitopenija, hipoalbuminemija, hiperbilirubinemija 1 produzeno

protrombinsko vrijeme upucuju na cirozu.

HBsAg

HBeAg Anti-HBe

HBV-DNA

Anti-HBc ukupni

Porast aktivnosti ALT 7\ ﬂ ﬂ n 7\ 7\ 7\

6 8 12 16 20 24 28 32 36 1 2 3 4

Tjedni godine

Slika 1.8. Konstelacija HBV biljega u progresiji iz akutne u kroni¢nu HBYV infekciju.

Preuzeto i prilagodeno (uz dopustenje nakladnika) iz Elgouhari i sur. 2008.

U KHB razlikuje se nekoliko faza: faza imunotolerancije, faza imunoloske eliminacije
(imunoreaktivna HBeAg pozitivna), faza bez replikacije ili niske replikacije HBV-a te faza
reaktivacije, prikazanih naslici 1.9. (Lok i sur., 2017). 2017. godine Europska udruga za studije
bolesti jetre (EASL CPG HBYV, 2017) prihvatila je novu podjelu KHB-a, prema kojoj je
prirodni tijek kronicne HBV infekcije podijeljen je u 5 faza, tablica 1.1. HBV biljezi za
dijagnostiku su HBsAg, HBeAg/Anti-HBe i HBV DNA. Za procjenu jetrene bolesti
preporucuju se sljedeci testovi: biokemijski parametar - ALT, biljeg fibroze — neinvazivni,

elastogram ili biljeg, odnosno biopsija jetre u nekim slucajevima.
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HBeAg

HBV DNA

Faza 1

Faza 2

Faza 3

20

Years

40

Nova

nomeklatura®

HBeAg-pozitiviia
kroména HBV nfekeija

HBeAg-pozitivan

kroniéni hepatitis B

HBeAg-negativna
kroni¢na HBV infekeija

HBeAg-negativan
kroniém hepatitis B

*Prema EASL CPG HBV, 2017.

Slika 1.9. Faze kroni¢ne HBV infekcije. Prema EASL CPG HBV, 2017.

Tablica 1.1. Prirodni tijek kroni¢ne HBYV infekcije u 5 faza. Prema EASL CPG HBV 2017.

HBeAg pozitivan HBeAg negativan

onicna HB | oI HB Ra na HB

i } | B nfe
HBsAg Visoko V‘?"F"’ Nisko Umjereno Negativan

umjereno

HBeAg Pozitivan Pozitivan Negativan Negativan Negativan
HBV DNA >107 [U/mL 104107 [U/mL <2,000 [U/mL* >2,000 [U/mL <10 [U/mL*
ALT Normalno PoviSeno Normalno Poviseno! Normalno
Jetrena bolest Nema/minimalno | Umjereno/ozbiljno Nema Umyereno/ozbiljno Nema?
Stara Imunoreaktivna L HBeAg negativni ~ HBsAg negativan
ferminologija "™ perg pogivan K 000 i hepatis /anti-HBe poritvan
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* Koncentracija HBV DNA moze biti od 2000 do 20.000 IU/mL u nekih pacijenata bez znakova kroni¢nog
hepatitisa; "Perzistentno ili intermitentno, bazirano na tradicionalnoj gornjoj vrijednosti referntnog intervala (~40
IU/L); irCCCDNA moze biti detektirana u jetri;

‘Rezidualni rizik od HCC-a postoji samo ako se ciroza razvila prije gubitka HBsAg-a

ALT: alanin-aminotransferaza; cccDNA: kovalentno zatvorena kruzna DNA (od engl. covalently closed circular
DNA); HBeAg: hepatitis B ‘e’ antigen; HBsAg: hepatitis B povrsinski antigen; HCC: hepatocelularni karcinom
(od engl. HepatoCellular Carcinoma)

Prema istim europskim smjernicama, dan je i novi algoritam za razlikovanje i
postupanje u kronicnom hepatitisu B, prikazan je naslici 1.10.

I Suspektna kroni¢na HBYV infekcija I

|
|

I HBsAg pozitivan I I HBsAg negativan, anti-HBc pozitivan I

' }
¢ Nema potrebe za specijalistickim

pracenjem
Al treba informirati pacijenta i

obiteljskog lijeénika o potencijalnim

Kronicni hepatitis B
+ ciroza

Monitoriranje rizicima od HBV reaktivacije
(ukljuc¢uje HBsAg, HBeAg, HBV [— — — -
DNA, ALT, procjena fibroze) — I Poceti antivirusnu terpiju I
- . NE

Uzeti u obzir
Rizik od HCC, rizik od HBV | | _ v _ :
reaktivacije, ekstrahepatitke U slucaju imunosupresije, zapoceti

manifestacije, rizik od DA oralnu antivirusnu profilaksu ili
HBV prijenosa pratiti

Slika 1.10. Algoritam za postupanje s kroni¢nim hepatitisom B. Preuzeto i prilagodeno (uz
dopustenje nakladnika) od EASL CPG HBV, 2017.

1.1.5.3. Okultni hepatitis B (OBI)

U doba osjetljivih tehnika za detekciju HBV DNA, znacajan je udio pacijenata s
pozitivnom HBV DNA, a bez detektabilnog HBsAg-a. OBI se definira kao prisutnost virusne
DNA bez prisustva povrsinskoga antigena (HBsAg) u krvi izvan tzv. window perioda (WP)
infekcije. Kod OBI-ja nisu nuzno prisutna specifi¢na protutijela na virusne antigene, ali 80 %

pacijenata ih ima (seropozitivna OBI). HBV DNA moze se dokazati u jetri, a u krvi je
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uglavnom nedokaziva ili intermitentna (Raimondo i sur., 2008). VL je naj¢e$¢e manji od 100,
Cesto i od 10 IU HBV DNA/mL.

O klini¢koj i viroloskoj vaznosti OBI-ja, dijagnozi i epidemiologiji, riziku od prijenosa
transfuzijama krvnih pripravaka ili transplantacijama jetre, riziku od reaktivacije u stanjima
supresije imunosnoga sustava, vaznosti u progresiji u kroni¢ni hepatitis i mogucoj ulozi u
razvoju hepatocelularnog karcinoma, raspravlja se od kasnih 1970.-tih godina. Molekulska baza
OBI-ja je duga perzistencija virusne DNA u jezgri hepatocita nakon rekonvalescencije. Gotovo
u svim sluc¢ajevima OBI-ja radi se o infekciji virusom kompetentnim za replikaciju, ali s jakom
supresijom replikacije i ekspresije gena Sto rezultira zna¢ajno smanjenom koli¢inom virusa.
Kod manjeg broja osoba s OBI-jem prisutna je infekcija izazvana mutiranim HBV-om, a kao
naj¢es¢e mutacije navode se mutacija u P genu ili S promotorskoj regiji virusne DNA koje
uzrokuju smanjenu replikaciju virusne DNA ili sintezu S proteina (Raimondo i sur., 2008).
Jedan od predlozenih mehanizama razvoja OBI-ja je infekcija s HBV mutantima koji imaju
neispravnu replikacijsku aktivnost ili neispravnu sintezu S proteina (Raimondo i sur., 2007).
Drugo obja$njenje nastanka OBI-ja jesu infekcije s varijantama S gena, tzv. mutacije za
dijagnosticko izbjegavanje (engl. diagnostic-escape) koje stvaraju modificirani HBsAg, a koji
nije prepoznat dostupnim komercijalnim testovima. Klini¢ka vaznost OBI-ja povezana je s
transfuzijama krvi jer su OBI infekcije u davatelja krvi najce$¢i uzrok prijenosa HBV-a

transfuzijama krvnih pripravaka.

Prevalencija specifi¢nih mutacija povezanih s OBI-jem u pacijenata s OBI-jem je od 8,3
do 20,8 %, dok je u pacijenata s evidentnim hepatitisom samo 0 do 3,7 %. Takoder je nadeno
da 20 mutacija uglavnom unutar 'a’ determinante, ali i na ostalim dijelovima HBsAg-a, zna¢ajno
korelira S OBI-jem u D genotipu (Y100sS, Q101R, P105R,
T115N, T116N, P120L, R122P, T123N, T1261, P127H/L,
Q129P, M133T, Y134C, S143L, S167L, R169H, S174N,
L175S, V177A) (Svicher i sur., 2012). Obzirom da su nadene mutacije potpuno drugacije od
onih povezanih s OBI-jem u genotipu B i C (Yuan i sur., 2010), autori smatraju da su mutacije

povezane s OBI-jem specificne za svaki HBV genotip.

OBI infekcije uglavnom su asimptomatske. Vazno je otkriti OBl u davatelja krvi, organa
i tkiva jer su rizi¢ni za prijenos HBV infekcije na imunokompromitirane primatelje (Gerlich i
sur., 2010; Allain i sur., 2013). Najveca ucestalost OBI-ja je u populacijama visokog rizika kao
Sto su anti-HCV pozitivne osobe (30 %) i hemodijalizirani bolesnici (0 do 36 %) (Gutiérrez-

Garcia i sur., 2011). 20 % bolesnika s OBI-jem nemaju biljege HBV infekcije u krvi, 50 %
15


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gutierrez-Garcia%20ML%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21472117
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gutierrez-Garcia%20ML%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21472117

Uvod

imaju samo anti-HBc (Torbenson i Thomas, 2002), a 30 % biljege anti-HBc, anti-HBs i anti-
HBe (Zerbini i sur., 2008). Ispitivanjem T stani¢énog odgovora u anti-HBc pozitivnih i
negativnih bolesnika s OBI-jem pokazalo se da je u anti-HBc pozitivnih T stani¢ni imuni
odgovor istovjetan onom u razrijeSenoj HBV infekciji i uspostavljenoj imunoj kontroli.
Medutim, taj odgovor nije dokazan u anti-HBc negativnih OBI slucajeva (Zerbini i sur., 2008).

Jedno od mogucih objasnjenja je niska replikacija virusa i nedostatna koli¢ina HBcAg-a.

1.1.6. Prevencija hepatitisa B

Aktivna i pasivna imunoprofilaksa provodi se pored standardnih mjera sprjecavanja
Sirenja infekcije. 1992. godine WHO je donijela preporuku o ukljucivanju cijepljenja protiv
hepatitisa B u nacionalne proSirene programe cijepljenja do 1997. godine. Prema WHO Global
Hepatitis Reportu, 2017, u 2015. godini 185 od 194 ili 95 % zemalja ¢lanica WHO je uvrstila
cijepljenje u svoje programe. Izmedu 1990. 1 2015. godine cijepljenje djece je poraslo s 1 % na
84 %. Imunizacija po rodenju 2015. godine bila je globalno 39 % i to je najbolji nacin
preveniranja vertikalnog puta prijenosa infekcije. Idealno je dozu cjepiva po porodu dati unutar
24 sata jer efekt cijepljenja pada s vremenom primjene doze cjepiva. U Americi i Zapadnom
Pacifiku zastupljenost cijepljenja po porodu je u 2015. godini bila vise od 70 %, dok je u Africi,
koja je endemska za HBV infekciju, bila samo 10 %.

Cjepivo sadrzi rekombinantni HBsAg, a rezultat je stvaranje neutralizirajucih anti-HBs
protitijela na 'a' antigensku determinantu SHBsAg-a koja je konzervirani imunodominantni
epitop za aktivaciju B limfocita. Prva doza mora obavezno biti aplicirana kao monocjepivo, dok
se ostale doze mogu dati i u kombinaciji. Cjepivo se primjenjuje intramuskularno prema shemi
0,1,6ili0,1,4ili0, 2,4 mjeseca. Imuni odgovor na prvu dozu u imunokompetentnih odraslih
osoba je 30 do 55 %, na drugu 75 %, a na trecu vise od 95 %. Smanjeni odgovor na cijepljenje
javlja se u pusaca, pretjerano gojaznih ljudi i osoba s kroni¢nim bolestima (Alimonos i sur.,
1998), ali i genetski ¢imbenici i imunosupresija imaju uc¢inak na ja¢inu humoralnog odgovora.
Imuni odgovor nakon cijepljenja je specifi¢ni B i T stani¢ni odgovor u koji su uklju¢ene NK
CD56+CD3- (od engl. Natural Killer) i NKT CD56+CD3+ (od engl. Natural Killer T) stanice,

a osobe koje ne odgovore na cjepivo imaju nedostatan T stani¢ni odgovor (Albarran i sur.,
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2005). Danas se smatra da je nakon provedenog cijepljenja zastita od HBV infekcije dozivotna
pa i kad titar anti-HBs protutijela padne ispod granice detekcije dijagnostickog testa.

Pasivna imunizacija provodi se pripravljenim hepatitis B imuno-globulinom (HBIG) iz
plazme s visokim koncentracijama anti-HBs-a i stvara kratkotrajnu zastitu (3-6 mjeseci) protiv
infekcije. Zajedno s cjepivom protiv hepatitisa B koristi se u imunoprofilaksi novorodencadi
HBsAg-pozitivnih majki (pozeljno u roku 12 sati), i necijepljenih osoba koje imaju spolne
kontakte s visokorizi¢nim ili HBsAg-pozitivnim osobama te nakon profesionalne ekspozicije s
HBsAQg-pozitivnom krvlju §to prije, a najkasnije u roku 24 sata. Primjenjuje se kao zastita nakon

ekspozicije za poznate nereaktore na HBV cijepljenje.

1.1.7. Lije¢enje hepatitisa B

Prema EASL CPG HBV, 2017, lijeCcenjem hepatitisa B treba osigurati duze
prezivljavanje i poboljsati kvalitetu zivota prevenirajuci progresiju bolesti i HCC, zatim
prevenciju prijenosa infekcije s majke na dijete, reaktivaciju infekcije te ekstrahepatickih
manifestacija KHB-a. Glavni cilj je dugotrajna supresija HBV DNA,; optimalni cilj je gubitak
HBsAg-a (i anti-HBs serokonverzija); vrijedan cilj je gubitak HBeAg-a i serokonverzija u anti-
HBe u bolesnika s kroni¢énim HBeAg-pozitivnim hepatitisom B i dodatni cilj je biokemijski
odgovor, odnosno normalizacija koncentracije ALT-a. Indikacije za lijeCenje temelje se na
kombinaciji tri kriterija: HBV DNA, ALT i stupnju jetrene bolesti. LijeCiti se moraju svi
pacijenti s HBeAg-pozitivnim ili -negativnim KHB, pacijenti s cirozom i detektabilnom HBV
DNA bez obzira na vrijednost ALT-a te pacijenti kojima je koncentracija HBV DNA visa od
20.000 1U/mL i koncentracija ALT-a dvostruko visa od normale bez obzira na stupanj tkivnog
ostecenja.

LijeCenje KHB-a provodi se s interferonom (INF) i analozima nukleoz(t)ida (engl.
NUCIeos(t)ide analogue, NUC). INF- a prirodni je citokin s imunomodulatornim antivirusnim
djelovanjem. LijeCenje se provodi s pegiliranim INF-om (PEG-INF) jer ima duze djelovanje
(Craxi i Cooksley, 2003). In vitro i in vivo studije pokazale su da INF sprije¢ava stvaranje
pregenomske RNA koja kodira HBV kapside odnosno ubrzava njihovu degradaciju, stoga
inhibira replikaciju HBV-a (Wieland i sur., 2000; Wieland i sur., 2005). INF-a posreduje pri
represiji transkripcijske aktivnosti HBV cccDNA (Belloni i sur., 2012) zbog ¢ega je redukcija
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koncentracije HBsAg-a izrazita u pacijenata koji se lijece PEG-IFN-om. NUC lijekovi
(lamivudine, tenofovir, telbivudine, adefovir, entecavir) inhibitori su virusne polimeraze i
reverzne transkiptaze te uc¢inkovito suprimiraju virusnu replikaciju HBV-a. Kako ne djeluju na
cccDNA, slabo reduciraju koncentraciju HBeAg-a i HBsAg-a. Obzirom da monoterapija INF-
om ili NUC-om nije dovoljna za eradikaciju kroni¢cne HBV infekcije, potencijalna strategija

eradikacije je kombinacija tih lijekova (Wong i sur., 2014).

1.2. VIRUS HEPATITISA B

1.2.1. Otkri¢e HBV-a

Ispitujuci protutijela na serumske lipoproteine u pacijenata koji su primili viSestruke
transfuzije krvi, npr. u pacijenata s talasemijom, americki biokemicar Baruch Samuel Blumberg
i suradnici otkrili su 1965. godine lipoprotein koji je drugaciji od drugih i nazvali ga Australia
antigen (AuAg) jer je serum bio od australskog aboridzina (Blumberg i Alter, 1965). 1968.
godine Alfred Prince izolirao je antigen serumskog hepatitisa za koji se elektronskom
mikroskopijom pretpostavljalo da se nalazi na Cesticama sliénim virusu (Prince, 1968).
Nadeno je da su AuAg i serumski hepatitis antigen identi¢ni. Vremenom se AuAg prepoznao
kao biljeg virusne infekcije HBV-om. Za svoje otkrice Blumberg je 1976. godine dobio
Nobelovu nagradu u podruc¢ju medicine.

Dane 1 suradnici su 1970. godine opisali kompletnu HBV ¢esticu od 42 nm koja je
povrsinski slicila arbovirusima, ali je bila razli¢ita od prije opisanih virusa. PovrSina vanjskog
omotaca ove Dane Cestice sadrzavala je antigen identican onome koji je formirao manje AuAg
Cestice (Dane i sur., 1970). 1973. godine WHO preimenovala je AuAg u hepatitis B antigen
(HBAQ) pa u HBsAg. Daljnja istrazivanja pokazala su da su dvostruko omotane Dane Cestice
kompletni virion te da unutarnje srzne (engl. core) Cestice, promjera od 27 nm, sadrzavaju
virusnu nukleinsku kiselinu i hepatitis B srzni antigen (HBcAg) (Almeida i sur., 1971). U
priblizno isto vrijeme Magnius i Espmark otkrili su tehnikama imunodifuzije antigen razlicit
od HBsAg-a, i to hepatitis B e antigen (HBeAQ) te protutijela na HBeAg (anti-HBe) (Magnius
I Espmark, 1972).
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1.2.2. Klasifikacija HBV-a

Ljudski HBV pripada porodici Hepadnaviridae, odnosno hepadnavirusima sisavaca. To
su DNA virusi s izrazitim tropizmom za jetru (od hepa: jetra; DNA: tip genoma). Porodici
pripadaju dva roda virusa: Orthohepadnavirusi koji izazivaju hepatitis u ¢ovjeka, primata i
glodavaca, i Avihepadnavirusi koji izazivaju hepatitis u ptica (Seeger, 1991). HBV dijeli 80 %
homolognosti s Ortohepadnavirusima i samo 40 % homolognosti s genomima virusa roda
Avihepadnavirusi. Za razliku od retrovirusa, HBV DNA ne treba integraciju u genom domacina
da bi zavrsila replikativni ciklus.

Hepadnaviridae karakterizira slijedece: a) parcijalno dvolan¢ana genomska DNA koja
sadrzi kompletan kodirajuéi lanac (negativni) i nekompletan nekodirajuci lanac (pozitivni), b)
RNA-ovisna DNA-polimeraza i replikacija preko pre-genomskog RNA predloska uz reverznu
transkriptazu (Summers i Mason, 1982), ¢) visoka specifi¢nost za vrstu i tkivo te d) replikacija
u diferenciranim stanicama jetre (u citoplazmi) i ne pokazuju citopatogeni¢nost (Chisari i
Ferrari, 1995). Tipi¢no svojstvo inficiranih stanica s Hepadnaviridae je sinteza i sekrecija

viriona te visoka koli¢ina subvirusnih ¢estica (Ganem, 1991).

1.2.3. Struktura i morfologija HBV-a

HBV je DNA virus, promjera od oko 42-47 nm. Virioni su krakteristi¢no dvostruko
omotni, slika 1.11, a sadrze virusni omota¢ i ikoSaedralnu nukleokapsidu, srz. Virusna
polimeraza veZe se za virusnu DNA kao i protein kinaza iz stanice domacina. Kompleks je
okruzen nukleokapsidom, HBc, promjera 32-34 nm (Almeida i sur., 1971). Srz HBV-a sastoji
se od 180 ili 240 srznih proteinskih podjedinica (HBcAg) koje tvore dimere, a koji formiraju
ikosaedron s T3 (180 podjedinica) ili T4 (240 podjedinica) simetrijom (Crowther i sur., 1994;
Kenney i sur., 1995). Nukleokapsida je omotana lipidnom membranom u koju su ugradena tri
povrsinska proteina: veliki (engl. Large, LHBs) (39 kDa, 42 kDa), srednji (engl. Middle,
MHBSs) (31 kDa) i mali (engl. Small, SHBs) (24 kDa). Ta tri proteina tvore povrsinski (engl.
surface) heptitis B antigen, HBsAg. U usporedbi s koli¢inom kapside, HBsAg se stvara u
suvisku (Ganem, 1991) sto dovodi do stvaranja filamentoznih i sferi¢nih struktura koje ne

sadrze virusnu DNA pa nisu infektivne.
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Slika 1.11. Struktura HBV-a i subvirusnih Cestica. A) Slike viriona dobivene
elektronskim mikroskopom s negativnim kontrastom (lijevo), filamenti (u sredini) i sfericni
oblici (desno). B) Virioni (lijevo) i subvirusne Cestice (u sredini i desno) prekriveni su s HBsAg
koji se sastoji od S-domene (crveno), preS2-domene (narancasto) i preSI-domene (roza).
Virioni dodatno sadrzavaju virusnu kapsidu, (HBc, crno) i virusnu polimerazu (crvene i plave
linije) povezane s reverznom transkriptazom (RT, tamno zeleno) i primerom (pr, svjetlo zeleno).

Modificirano prema Gerlich 2013.

Preuzeto (uz dopustenje autorice) iz: Christina Mohr. Influence of Hepatitis B Virus Surface
Protein Variants Associated with Antiviral Resistance on Viral Assembly and Secretion of
Hepatitis B and Hepatitis D Viruses. Angefertigt am Institut fiir Medizinische Virologie
Nationales Referenzzentrum fiir Hepatitis-B- und D-Viren der Justus-Liebig-Universitdt
Giefsen. Dostupno na: https://docplayer.net/1067617-Angefertigt-am-institut-fur-
medizinische-virologie-nationales-referenzzentrum-fur-hepatitis-b-und-d-viren-der-justus-
liebig-universitat-giessen.html.
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1.2.4. Genomska struktura

HBYV genom, slika 1.12, je duzine od oko 3200 parova baza — jedna molekula djelomice
jednolanc¢ane i djelomice dvolancane (ds) DNA, a kra¢i od ljudskih virusnih patogena je jedino
RNA genom virusa hepatitisa D, s oko 1600 nukleotida (nt). Genom sadrzi dugi negativni-DNA
lanac, koji ima definirani 5'i 3' kraj duzine od 3182 do 3248 nt, ovisno o genotipu (Summers i
sur., 1975), i kraci pozitivni-DNA lanac varijabilne duzine. Krajevi negativnog lanca nisu
zatvoreni nego nego imaju kratko ponavljanje od 8 do 10 nt na §to se kovalentno veze primer
virusne polimeraze (Gerlich i Robinson, 1980; Bartenschlager i Schaller, 1988). Virusna DNA
sadrzi kratka mjesta s tripleks formacijama u regiji gdje se kratka ponavljanja negativnog lanca
premoscuju pozitivnim (Will i sur., 1987). Cirkularna struktura DNA uzrokovana je
sparivanjem baza oba lanca. Komplementaran pozitivni lanac ne kodira virusne proteine pa se
niti ne transkribira. Nekompletan pozitivni lanac ima definiran 5' kraj i varijabilan 3' kraj (1100-
2600 nt ukupno), ovisno o tome koliko daleko virusna polimeraza moze sintetizirati pozitivan
lanac prije nego se virus izlu¢i (Hruska i sur., 1977; Landers i sur., 1977). Virusni genom ima
dvaizravna ponavljanja (DR1 and DR2) (Dejean i sur., 1984) koji imaju vaznu ulogu za vrijeme
virusne replikacije (Siddiqui i sur., 1979; Will i sur., 1987). Negativni lanac kodira Cetiri
otvorena okvira za Citanje (engl. Open Reading Frames, ORFs) (Schlicht i Schaller, 1989) koji
se razlikuju u duzini (Tiollais i sur., 1985) i kodiraju sve virusne proteine: a) S-ORF ima tri
startna kodona, preS1, preS2 i S, sa zajedni¢kim C-, a razli¢itim N- krajevima, a postranslacijski
daje 3 proteina koji se razlikuju u broju aminokiselina: LHBs, MHBs, SHBsAg (Heermann i
sur., 1984), b) C-ORF ima na 5' kraju produzetak PreC. Gen sadrzi dva stratna kodona za
translaciju dva razli¢ita proteina, HBeAg 1 HBcAg. HBeAg je sekretoran i razlikuje se
strukturno od HBCAg koji je protein nukleokapside, ¢c) POL-ORF je kodirajuca regija za
virusnu polimerazu koja djeluje kao pocetni protein vezan za genom, a ima funkciju DNA
polimeraze, reverzne transkriptaze i RNaze H (80 % duzine genoma), d) X-ORF odgovoran je
za translaciju u X protein s mnogobrojnim funkcijama medu kojima vazna u karcinogenezi i
replikaciji virusa.

Ekspresiju ORF-a reguliraju cetiri promotora (preC/C, preSl, preS2/2, X), dva
pojacivaca, element odgovoran za glukokortikoide (engl. Glucocorticoid-Responsive Element,
GRE) koji pojacava transkripciju te negativni regulatorni element (engl. negative regulating
element, NRE) i CCAAT koji reguliraju transkripciju mRNA (Tang i sur., 2001). Jetreni

¢imbenici te Cimbenici vezani za diferencijaciju vezu se za pojacivac §to dovodi do specificne
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transkripcije i replikacije u hepatocitima (Glebe, 2006). Zavrsetak transkripcije reguliran je
poliadenilacijskim signalnim motivom i sadrzi kodone UAUAAA te tako svaka mRNA ima isti
3" kraj (Ganem i Varmus, 1987). Posttranskripcijski regulatorni element (engl.
Posttranscriptional Regulation Element, PRE), smjeSten na 3' kraju izmedu 12001 1650 nt HBV
genoma, suprimira izrezivanje transkribiranih virusnih mRNA i omogucuje njihov transport iz
nukleusa u citoplazmu (Huang i Liang, 1993). Enkapsidacijski signal € na 5' kraju
pregenomske mMRNA (Junker-Niepmann i sur., 1990) u kombinaciji s virusnom polimerazom,
koja pomaze uklopiti pregenomsku mRNA u novonastalu nukleokapsidu da bi se prepisala u

DNA, vazan je za enkapsidaciju virusa (Hirsch i sur., 1990; Bartenschlager i Schaller, 1992).

Slika 1.12. Struktura genoma HBV-a. Cetiri ORF-a sa svojim proteinima: Core-ORF (crno),
S-ORF (od zute do crvene boje): preS1-domena (Zuto), pre-S2 domena (narancasto) i S-domena
(crveno). Virusna polimeraza je u zelenoj boji: terminalni protein (svjetlo zeleno), spacer
domena (jako tamno zeleno), reverzna transkriptaza (tamno zeleno) i RNaza H domena (svjetlo
zeleno). Crne linije predstaviljaju razlicite transkribirane mRNA za virusne proteine s polyA
krajem i e-signalnom sekvencom. mRNA su opisane izvana prema unutra: X-protein, MHBs i
SHBs, LHBs, pregenomska (pg) RNA i HBeAg. Dva ciklusa u sredini predstavljaju cccDNA

lance s negativnom (plavo) i pozitivnom (crveno) polarnoséu ukljucujuci njihove promotore
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(jasno plavo) i pojacivace (boja marelice). E: pojacivac (engl. enhancer), GRE: element
odgovoran za glukokortikoide (od engl. Glucocorticoid-Response-element), ¢: epsilon

enkapsidacijski signal. Preuzeto (uz dopustenje nakladnika) od Glebe i Bremer, 2013.

1.2.5. Virusni proteini

1.2.5.1. Strukturni proteini

1.2.5.1.1. S¥Zni (engl. core) proteini

Translacijski produkti C gena, koji ima 549-559 nt, srzni su proteini. C gen se nastavlja
s 87 nukleotida u preC regiji, a ove nukleotide dijele dva startna kodona AUG. Pocevsi na
drugom starthom kodonu, sintetizira se primarni translacijski produkt HBV-a od 21,5 kDa, srzni
protein (HBcAg). Sadrzi 183 ili 185 aminokiselina (ak), ovisno o genotipu. Srzni protein
formira dimer od prvih 140 ak te se njihovom daljnjom formacijom stvaraju heksameri koji su
osnovna gradevna jedinica nukleokapside. Brzina stvaranja nukleokapside ovisi o koncentraciji
proteina i RNA, a nastaju dominantne nukleokapside s oko 240 srznih proteina (T=4 simetrija,
80-90%) i one od 180 srznih proteina (T=3) (Wynne i sur., 1999). Obje se simetrije nalaze u
virionu i nije poznata funkcionalna razlika. HBc protein se fosforilacijom tijekom sazrijevanja
nukleokapside stabilizira te tako pojaca afinitet za DNA, Sto je vazno jer se transkripcija
pregenomske RNA u genomsku DNA odvija u nukleokapsidi. HBc protein nosi signal za ulazak
U jezgru hepatocita. Srzni protein se veze za kovalentno zatvorenu cirkularnu DNA (engl.
covalently closed circular DNA, cccDNA), kako bi regulirao razmjeStavanje nukleosoma na
cccDNA. cccDNA, smjestena u jezgri, replikacijski je meduprodukt hepadna virusa koja
formira minikromosome (Bock i sur., 2001).

Pocevsi od prvog startnog kodona, sintetizira se translacijski produkt od 29 ak koji je
signalna sekvenca s funkcijom usmjeravanja preC proteinskog produkta, Mr 25 kDa, prema
endoplazmatskom retikulu (ER) zbog sekrecije. U ER-u enzimskim kidanjem nastaje konacni
protein, HBeAg, Mr 15-18 kDa (Wang i sur., 1991). HBeAg nije strukturni protein HBV-a i

nema uc¢inak na HBV morfogenezu i infektivnost, ali je imunogen i bez u¢inka na otpustanje
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citokina. Nadena je povezanost HBeAg i razvoja imunotolerancije kod novorodencadi od majki

zarazenih s HBV-om (Hadziyannis i sur., 1983; Milich i Liang, 2003).

1.2.5.1.2. HBV polimeraza

Drugi protein translatiran od pregenomske RNA, P gena, je virusna polimeraza (Mr 90
kDa), poznata i kao P protein, koja se sastoji od 845 ak. Ovaj protein ima 4 domene: prva i
druga domena su primaza i razdjelnik bez poznatih funkcija, trea je RNA- i DNA-ovisna
polimeraza (40 % gena) te Cetvrta domena je enzim RNaza H koja mi¢e RNA istodobno s

elongacijom negativhog DNA lanca.

1.2.5.2. PovrSinski proteini

Tri razli¢ita povrSinska proteina, pod zajednic¢kim nazivom HBsAg, ugradena su u
lipidnu  membranu koja okruZuje virione 1 subvirusne Cesice hepatitisa B
(Almeida i sur., 1971). Kodira ih S gen koji ima tri domene: preS1, preS2 i S. SHBs sadrzi 226
ak (S domena), a javlja se kao neglikozilirana forma (p24) i glikozilirana forma (gp27). MHBs
sadrzi 226 ak (SHBs) na C-kraju + 55 ak (preS2) na N-kraju, gp33 i gp36. LHBs sadrzi 226 ak
(SHBs) + 55 ak (MHBs) + 119 ak (preS1), gp39 i gp42 (Ganem i Varmus, 1987; Lau i Wright,
1993; Milich i sur., 1985; Heermann i sur., 1984). Obzirom da koriste varijabilne inicijacijske
kodone, proteini dijele jednake C-terminuse, odnosno isti stop kodon, ali imaju razli¢it N-
terminalni kraj (Heermann i sur., 1984). Takoder imaju i razli¢it glikozilacijski status (Schmitt
i sur., 1999). Pa tako N-glikozilacija po¢inje ko-translacijski u ER-u, (Gavilanes i sur., 1982),
dok se O-glikozilacija odvija post-translacijski u Golgijevom aparatu (GA) za vrijeme sekrecije
(Patzer i sur., 1986; Huovila i sur., 1992).

S-HBsA(g je najmanji HBV povrsinski protein, koji se sastoji samo od S-domene, Mr 24
do 27. Javlja se i kao sferi¢na i kao filamentozna Cestica u krvi i drugim tjelesnim teku¢inama
I sekretima. Njegova sekvenca se nalazi i u MHBs-u i u LHBs-u. SHBs je najveca komponenta
HBsAg-a, oko 85 %, s esencijalnim ulogama u morfogenezi, stvaranju viriona i sekreciji (Bruss
I sur., 1994). SHBs ima najmanje 2, a vjerojatno 4, transmembranske hidrofobne spirale

(Berting i sur., 2000). Cistinski mostovi na pozicijama 107 i 138, 137 i 149 dovode do stvaranja

24



Uvod

unutarnje (ak 28 do 79) i vanjske omce (ak 99 do 161), prikazano na slici 1.13. Kraéa linerana
sekvenca unutarnje omce povezana je sa stvaranjem viriona i posreduje u vezanju zrele
nukleokapside (Bruss, 1997). Unutarnja om¢a sadrzava vaznu imunogenu HBsAg determinantu
poznatu kao 'a’ determinanta (ak 124-147), a na temelju koje se razlikuju genoptipovi i subtipovi
HBV-a. Na poziciji asparagin-146 (Asn-146) antigenska petlja sadrzava N-glikozilacijsko
mjesto (Peterson, 1981). Mutacije SHBs-a koje se javljaju za vrijeme antivirusne terapije HBV-
a, mogu dovesti do tzv. S-escape varijanti (Cooreman i sur., 2001; Locarnini, 2005).

M-HBsAg sastoji se od S-domene te dodatka od 55 ak na dugom N-terminalnom kraju
(preS2 domena), Mr 33 do 36. Za vrijeme sinteze preS2 domena se translocira u lumen ER-a i
N-glikozilira se na poziciji asparagin (Asn)-4 (Stibbe i Gerlich, 1982) te se dalje u GA-u O-
glikozilira na poziciji treonina (Thr)-37 u svim genotipovima, osim genotipu A (Schmitt i sur.,
1999). Obzirom da su svi S proteini potencijalno glikozilirani na poziciji Asn-146 u S-domeni,
druga glikozilacija u preS2-domeni na poziciji Asn-4, samo u MHBs, ali ne i u LHBs
(Heermann i sur., 1984), vazna je za sekreciju virusa pa je potencijalna meta antivirusne terapije
N-glikan MHBs (Schmitt i sur., 1999).

L-HBsAg najveci je povrsinski HBV protein, Mr 39 do 42, i obuhvaéa S-domenu, preS2-
domenu i preS1-domenu, s dodatnih 108, 118 ili 119 ak, ovisno o genotipu. L-HBSAg je
varijabilne duzine i nema glikozilacijskih pozicija, ali posjeduje miristilacijski signal vazan za
infektivnost HBV-a. Pojavljuje se u dvije topologije, interno lociran u lumenu viriona ili
eksterno eksponiran na povrsini virusa (Bruss i sur., 1994). PreS1-konformacija na povrsini
virusa vazna je za vezanje za hepatocite preko potencijalnog receptora (NTCP) i1 time posreduje
ulasku virusa i infekciji (Yan i sur., 2012). U kombinaciji s unutarnjom om¢om SHBsAg-a (ak
28 do 79), interna preSl-konformacija je vazna za vezanje virusnog omotaca sa zrelom
nukleokapsidom koja sadrzava virusni genom (Bruss, 1997). L-HBsAg sadrzi acetilacijsko
mjesto na poziciji glicin (Gly)-2 s mistrinskom kiselinom na N- kraju (Persing i sur., 1987). Ta

mistrilacija zajedno s preS1-domenom, posreduje vezanju HBV-a za hepatocite.
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Slika 1.13. Hipotetska membranska topologija HBsAg-a. A) MHBsAg i SHBsSAg sa svoje 4
transmembranske  domene (crveno). SHBsAg sadrzi antigensku petlju  (izmedu
transmembranske domene I i IV) ukljucujuci 8 konzerviranih cisteina povezanih disulfidnim
vezama (Zute povezane tocke). B) Model LHBsAg topologije. LHBsAg s internom izoformom (i-
preS) i eksternom izoformom (e-preS). Kod i-preS izoforme, antigenska petlja je s vanjske
strane i to je vezno mjesto za vezanje neutralizirajucih protutijela (ljubicasta tockasta crta).
Kod e-preS izoforme, preS1-domena prezentira svoje vezno mjesto za receptore (crvena
tockasta crta). Zute, plave i ljubicaste strelice te prstenovi koji oznacavaju glikozilacijska
mjesta su dodatno naznaceni ruzicastom strelicom. Plava pozadina znaci vanjsku stranu virusa
kao i ER-lumen. Roza pozadina oznacava unutarnju stranu virusa ili citosol stanice. Preuzeto

(uz dopustenje nakladnika) od Glebe i Bremer, 2013.
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1.2.5.3. Nestrukturni proteini
1.2.5.3.1. HBeAg (opisan u poglavlju 1.2.5.1.1.)

1.2.5.3.2. HBXx protein

HBXx protein, Mr 17, sadrzi 154 ak. Nastaje translacijom 0,9 kb RNA transkripta.
Trenutne spoznaje pokazuju da HBx protein ima ulogu u patogenezi HCC induciranog HBV-
om. HBx gen je obi¢no ukljucen i ostaje fukcionalno aktivan u HBV DNA koja je integrirana
u stani¢nu DNA za vrijeme hepatocelularne karcinogeneze. HBx protein promice progresiju
stanicnog ciklusa, inaktivira negativne regulatore rasta i veze se 1 inhibira ekspresiju p53
tumorskih supresorskih gena i ostalih tumorskih supresorskih gena i ¢imbenika vezanih za
starenje (Kew, 2011).

1.2.6. Replikacija virusa

Virusni ciklus prikazan je na slici 1.14. Nakon infekcije, HBV cirkulira u krvi i prolazi
kroz male pore na jetrenom endotelu 1 dolazi u Disseov prostor. U pocetku je afinitet vezanja
HBV-a za hepatocite nizak i posredovan je heparan-sulfat proteoglikanima (HSPG) (Schulze i
sur., 2007; Leistner i sur., 2008). Nadeno je da je funkcionalni receptor za HBV i HDV natrij
taurokolat kotransportni polipeptid (engl. sodium Taurocholate Cotransporting Polypeptide,
NTCP) (Yan i sur., 2012). Vezanje HBV-a za NTCP posredovano je preS1 regijom LHBs-3, i
to ak 9 do 18 (esencijalno) i ak 29 do 48 (dodatno) te N-terminalna mistrinska kiselina (Neurath
I sur., 1986a; Le Seyec i sur., 1998; Glebe i sur., 2005; Engelke i sur., 2006; Leistner i sur.,
2008), i druga vezujuca regija S-domene je vjerojatno potrebna za ulazak viriona i fuziju (Glebe
I sur., 2005; Jaoudé i Sureau, 2005).

Nakon vezanja, HBV ulazi nepoznatim endocitoti¢cnim mehanizmom, kada dolazi do
fuzije virusne i staniéne membrane. Virusna kapsida se odmotava i aktivno transpotira u NPC
(od engl. Nuclear Pore Complex) (Rabe i sur., 2006). U NPC-u nukleokapsida se veze preko
o/B-importina za nuklearnu mrezu i transportira u karioplazmu (Kann i sur., 1999; Rabe i sur.,
2003). Unutar karioplazme relaksirana kruzna DNA zavrSava kao cccDNA uz stani¢nu DNA-

polimerazu (Kock i Schlicht, 1993). Tada cccDNA s histonima stvara minikromosome, uz
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staniénu DNA (Block i sur., 1994; Newbold i sur., 1995). Stvaranje cccDNA je prvi biljeg
infekcije. cccDNA ima dugacko poluvrijeme Zzivota, iako nije integrirana u stani¢ni genom i
djeluje kao najveci virusni transkripcijski kalup (Bock i sur., 2001). Nakon stvaranja ccCDNA,
pocinje transkripcija negativnog lanca, i to transkripcija nekoliko mRNA (pregenomske, pg, i
subgenomske RNA) (Rall i sur.,1983) inducirane stani¢nom polimerazom II, uzvodno od DR1.
Nakon ulaska u jezgru, pg-mRNA se translatira u virusnu polimerazu (pol) i HBV srzni protein
(HBCAQ) te sluzi kao kalup za reverznu transkripciju. Nakon stvaranja kompleksa sa stani¢nim
Saperonima (Hsp 90 i Hsp 23; od engl. Heat-shock protein, Hsp) (Hu i Seeger, 1996; Hu i sur.,
1997), virusna polimeraza se veze za g-signal na 5'-kraju pg-mRNA (Junker-Niepmann i sur.,
1990; Bartenschlager i Schaller, 1992). Kada se sintetizira dovoljna koli¢ina virusnih proteina,
spontano se stvara srzna kapsida (Seifer i Standring, 1993). Srzni proteini okruzuju kompleks
pg-mRNA-polimeraza-saperon u nezrele Cestice u citosolu stanice (Bartenschlager i Schaller,
1992; Hu i Seeger, 1996). Tako stvorena pg-mRNA sluzi kao kalup za reverznu transkripciju
preko domene reverzne transkriptaze na virusnoj polimerazi (Summers i Mason, 1982). U
nukleokapsidi se takoder sintetizira pozitivni lanac uz DNA-ovisnu-DNA-polimeraznu
aktivnost virusne polimeraze (Lien i sur., 1986; Seeger i Maragos, 1989). Sada zrela srzna
Cestica moze ponovo migrirati u jezgru za akumulaciju cccDNA (Tuttleman i sur., 1986) ili
moze Stupiti u interakciju s membranama koje sadrze HBsAg u ER-u za omotavanje (Miller i
sur., 1984; Gerelsaikhan i sur., 1996). Ostala virusna mRNA se takoder eksportira u citoplazmu
i transkribira u HBsAg (2,4 i 2,1 kb) i X-protein (Kaneko i Miller, 1988). Omotani virioni
pupaju i izlucuju se preko multivezikularnih tijela (engl. Multi Vesicular Bodies, MVB)
(Lambert i sur., 2007). Za razliku od toga, do formiranja subvirusnih Cestica moze doci
autonomno u ER-u. Njihova sekrecija je istim putem preko ER-a i GA-a (Gavilanes i sur., 1982;
Patzer i sur., 1986; Huovila i sur., 1992).
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Slika 1.14. Shematski prikaz virusnog Zivotnog ciklusa. (1) Vezanje i ulaz preko receptora
NTCP, (2) oslobadanje virusne DNA u karioplazmu, (3) stvaranja ccCDNA, (4) kompleks sa
stanicnim histonima, (5) transkripcija pgRNA i mRNA za LHBs i MHBs/SHBs, (6) transport
mRNA u citoplazmu, (7,8) formiranje i sekrecija subvirusnih cestica preko ER-a i GA, (9)
translacija pgRNA u srzne proteine, (10) organiziranje viriona, (11) sazrijevanje genoma, (12)
retransport zrelih srznih kapsida u jezgru, (13,14) omotavanje i sekrecija viriona preko MVB-

a. Preuzeto (uz dopustenje nakladnika) od Glebe i Bremer, 2013.
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1.2.7. Mutacije virusa

HBV je najvarijabilniji DNA virus, uglavnom zbog jedinstvenog zivotnog ciklusa koji
ukljucuje aktivnost enzima sklonog greSkama, reverzne transkriptaze, i stvaranje velikog broja
viriona po danu (10'? virusa/dan) (Nowak i sur., 1996). U zadnja dva desetlje¢a brojna
istrazivanja pokazala su da geneticka varijabilnost virusa utjece na brzinu progresije bolesti,
pouzdanost diagnostickih metoda, uspjeh antivirusne terapije i imunizacije.

Poznate HBV mutacije prikazane su u tablici 1.2. (Lazarevi¢, 2014). Naj¢e$¢e mutacije
su mutacije HBsAg-a. HBsAg sluzi za vezanje s hepatocotima te je glavni epitop za
neutralizacijska protutijela. Sredi$nji dio HBsAg-a, ak 99 do 169, koji je najveca hidrofilna
regija (engl. Major Hydrophilic Region, MHR), ispoljava se na povrsini i veze se za anti-HBS.
Protutijela nadena u cijepljenih osoba i u imunotestovima za detekciju HBsAg-a usmjerena su
na ovu regiju, odnosno klaster epitopa za B stanice nazvanom 'a’ determinanta, koja ima dvije
omce, ak 124 do 147 (Kay i Zoulim, 2007). Mutacije u 'a' determinanti dovode do lazno
negativnih rezultata testiranja u nekim komercijalnim testovima za HBsAg, do
nezadovoljavajueg odgovora na anti-HBV imunoglobulinsku terapiju te neodgovarajuéeg
odgovora na cijepljenje. Toc¢kasta mutacija zamjene glicina S argininom na poziciji 145

(G145R) je najrasprostranjenija mutacija izbjegavanja odgovora na cjepivo.

Tablica 1.2. Hepatitis B virusne mutacije i njihove klini¢ke implikacije. Preuzeto i

prilagodeno iz Lazarevié, 2014.

Vrsta mutacije Klinic¢ke Mutacije
implikacije
HBsAg mutacije lzbjegavanje T116N, P120S/E, I/T126A/N/I/S, Q129H/R,
cjepiva M133L, K141E, P142S, D144A/E, G145R/A
OBl Y100S, Q101R, P105R, T115N, T116N, G119R,

P120L, R122P, T123N, C124R/Y, T126l/S,
P127H/L, Q129P/R, M133T, Y134C, S136P,
C139R, T140I, K141E, S143L, D144A, G145R/A,
S167L, R169H, S174N, L175S, V177A,
Q181STOP
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bazalnog srznog
promotora/
precore mutacije

Mutacije X gena

Mutacije
povezane s
rezistencijom na
lijekove

HBeAg-negativni
hepatitis

HCC

Fulminantni
hepatitis

HCC

LAM/L-dT
rezistencija

ADF-rezistencija

ETV-rezistencija

TDF-rezistencija
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T1753C, A1762T, G1764A, C1766T, T1768A,
G1896A, G1899A

T1753C, A1762T, G1764A, C1766T, T1768A,
G1896A, G1899A

Al1762T, G1764A, G1862T, G1896A

3’-HBx delecije

rtL8OV/I, rt11697T, rtV173L, rtL180M, rtA181T/V,
[tT184S/G, rtS202I, rtM204V/I,
rtQ215S

rtA181T/V, rtI233V, rtN236T

rtL180M, rtT184G/S, rtS2021/G, rtM204V,
rtM250Vv

rtP177G, rtA194T, rtF249A

HCC: hepatocelularni karcinom; OBI: okultna hepatitis B infekcija; LAM: Lamivudine; L-dT: Telbivudin; ADF:
Adefovir; ETV: Entecavir; TDF: Tenofovir

1.3. LABORATORIJSKA DIJAGNOSTIKA VIRUSNOG HEPATITISA B

Prva generacija testova u dokazivanju HBsAg-a, a koju je koristio Blumberg, bila je
imunodifuzija na agaroznom gelu prema Ouchterlony-ju. Ova metoda imala je visoku
specificnost i slabiju osjetljivost, A inacica ove metode - protusmjerna imunoelektroforeza
koriStena u testiranju davatelja krvi nije u potpunosti prevenirala post-transfuzijski hepatitis B.
Stoga je difuzija na agaroznom gelu bila trenutno rjeSenje za detekciju AuAg-a. 1972. godine
tim biokemicara Lacy Overby, Ghung-Mei Ling i Richard Decker, iz Abbott Laboratories,
razvio je novi princip testiranja za visoko osjetljivu detekciju antigena i protutijela, sendvic
radioimunotest na ¢vrstoj fazi, nazvan Ausria 125 (125=1'%) (Ling i Overby, 1972). Test je

koristio specificnost bioloSke interakcije antigen — protutijelo s visokom osjetljivoséu te
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moderne fizikalno-kemijske analiticke metode. Proteini Se mogu kovalentno vezati na mnoge
fizikalno detektabilne komponente.

Obzirom da nije bilo tkivne kulture za viruse, pa i HBV, novi test (radioimuno test; engl.
Radio Immuno Assay, RIA) koristio je obiljezavanje antigena ili protutijela radioaktivnim
jodom-125 (J-125), koji se ve¢ koristio za odredivanje inzulina ili malih molekula. Test je
koristio potpuno novi princip vezanja jedne komponente, odnosno anti-HBs-a, adsorpcijom za
povrsinu (Cvrstu fazu) te zatim omogucavanje specificnog vezanja analita iz seruma pacijenta,
HBsAQ-a, za povrSinu (anti-HBS). Obzirom da HBsAg Gestice sadrze oko 100 veznih mjesta za
protutijela, bilo je moguce da se HBsAg prvo veze za ¢vrstu fazu, i u drugom koraku, za mnoge
molekule radioaktivno obiljeZzenih anti-HBs protutijala. Nevezana anti-HBs odstranjuju se
pranjem i potom se mjeri radiokativnost J-125 vezanog na ¢vrstoj fazi (tada plasti¢ne kuglice).
Osjetljivost se izrazito povecala, od nekoliko pg/mL na do nekoliko ng/mL. Takoder se
objektiviziralo i ocitanje reakcije, koje je sada postalo kvantitativno i zamijenilo subjektivno
vizualno ocitanje. Novi test brzo je uveden u testiranje krvi davatelja te u dijagnostici virusnih
hepatitisa. Medutim, test je imao nedostatak, radioaktivnost. Stoga je veliki korak unaprijed bio
obiljezavanje protutijela enzimima i kasnije s kemiluminescentnim molekulama/skupinama.

Test za detekciju HBsAg-a uskoro je komplementiran testom za detekciju protutijela na
HBsAg (anti-HBs) i HBcAg-a (anti-HBc). Biljezi HBV infekcije i njihovo znacanje prikazani
su u tablici 1.3. Od pocetka 1980.-tih za odredivanje infekcije ili imunog statusa u pacijenata
koriste se u rutinskom testiranju tri biljega: HBsAg, anti-HBs i anti-HBc.

Tehnike po Ouchterlony-ju nisu bile dovoljno osjetljive za anti-HBs pa su se detektirale
jedino vrlo visoke koncentracije anti-HBs-a, i to prije 1972. godine u pacijenata oboljelih od
hemofilije koji su ¢esto primali transfuzije. HBV neutralizacijski testovi nisu tada bili dostupni.
Prvi odgovarajuci test za detekciju anti-HBs-a plasirao je na trziste Abbott Laboratories 1975.
godine. Test je takoder bio RIA test i koristio je HBsAg obiljezen J-125. Test je bio iznimno
vazan za razvoj 1 licenciranje cjepiva protiv HBV-a.

Prvi eksperimentalni testovi za detekciju anti-HBc-a (u 1970.-tim godinama), ukljucujuci
CFR (od engl. Complement Fixation Reaction), koristili su HBCAg iz inficirane jetre ili iz Dane
Cestica, a kasnije rekombinantni HBcAg iz Escherichiae coli (Pasek i sur., 1979) ili kvasca
(Gerlich, 2013). Prema Gerlichu, s prirodnim HBcAg-om dobivali su se visoko specifi¢ni
rezultati, dok testovi koji koriste rekombinantni HBcAg imaju odredeni postotak nespecifi¢nih
reakcija, a Sto je problem do danas. 1982. godine lansiran je na trziSte prvi komercijalni

enzimimuno (engl. Enzyme ImmunoAssay, EIA) test za anti-HBc. U sljede¢im godinama anti-

32



Uvod

HBc test koristio se u testiranju krvi davatelja kao surogatni test za hepatitis C i/ili HIV
infekciju, a zbog djelomicno istog nacina prijenosa HBV-a, HCV-a i HIV-a.

Prvi test za anti-HBc IgM protutijela bio je veliki napredak u virusnoj dijagnostici, a
lansiran je gotovo i kada test na anti-HAV IgM, 1979. godine, jer je omogucio lakse
razlikovanje akutne od kroni¢ne HBV infekcije (Gerlich i Liier, 1979). Cvrsta faza testa sadrZi
anti-lgM (anti-u lanac) koja vezu/hvataju (engl. capture; capture testovi) IgM iz uzorka. Nakon
dodatka HBcAg-a, koji se veze za specifitne IgM, reakcija je mjerljiva preko oznaéenih

protutijela. | danas je ovaj princip standardan za mnoga antivirusna IgM protutijela.

Tablica 1.3. Biljezi HBV infekcije i nihovo znacenje

HBsAg Hepatitis B povrsinski antigen je biljeg infektivnosti. Njegova
prisutnost indicira akutnu ili kroni¢nu HBV infekciju.
- kada je HBV infekcija potpuno pod imunom kontrolom,
HBsAQg nestaje, a ostaju prisutna anti-HBc i obi¢no anti-HBs
- u kroni¢noj infekciji i anti-HBc ostaju pozitivna
- odredivanje koncentracije HBsAg-a koristi se za: selekciju
pacijenata za terapiju, pracenje odgovora na terapiju i pracenje
rezistencije
Anti-HBs Protutijela na HBsAg su biljeg imunosti. Njihovo prisustvo indicira
imuni odgovor na HBV infekciju, imuni odgovor na cijepljenje, ili
prisustvo pasivno stecenih protutijela.

Anti-HBc (ukupna) | Protutuijela na srzni antigen (HBCAQ) su nespecifi¢ni biljeg akutne,
kroni¢ne ili razrijeSene HBV infekcije, ali se pojavljuju takoder i
nakon klini¢ki neprepoznate tihe HBV infekcije.

- mogu se odrediti prije cijepljenja kako bi se otkrila prethodna
ekspozicija HBV infekciji

- ukoliko su prisutna samo anti-HBc bez HBsAg-a, pacijent
moze i tada razviti hepatitis

- pozitivna anti-HBc protutijela mogu znaciti i prisutnu OBI
infekciju, a rije¢ “okultna” se odnosi na nedostatak HBsAg-a,
odnosno na nemoguc¢nost njegove detekcije. Kao biljeg OBI-ja,
prepoznat je 1970.-tih godina (Hoofnagle i sur., 1978). Zbog
toga se u mnogim zemljama, kako bi se povecala sigurnost
transfuzijskog lijeenja, krv davatelja testira i na HBsAg i na
anti-HBc (npr. u Njemackoj od 2006. godine)

- odredivanje anti-HBc-a vazno je i prije imunosupresijske
terapije jer se OBI moze reaktivirati zbog toga (Galbraith i sur.,
1975). Reaktivacija se moZzZe suprimirati s preemptivnom
terapijom ako se problem unaprijed prepozna.
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IgM subklasa protutijela iz Anti-HBc-a. Njihovo prisustvo indicira
akutnu infekciju s HBV-om, < 6 mjeseci.

Obzirom da su anti-p capture testovi izuzetno osjetljivi, neki
pacijenti s razrijeSenom akutnom HBYV infekcijom, mogu ostati
pozitivni godinama, ¢ak i neki pacijenti s kronicnom HBV
infekcijom bez poznate akutne faze infekcije. Jedan od razloga
je taj $to je HBcAg neovisan 0 T-stanicama i moze aktivirati B-
stanice na stvaranje anti-HBc IgM (Milich i McLachlan, 1986).
Jaka aktivacija B-stanica uzrokovana HBcAg-om moze biti dio
strategije imunog izbjegavanja HBV-a jer moze interferirati s
HBCAg specifi¢nim citotoksi¢nim T-stani¢nim reakcijama.

Hepatitis B ‘e’ antigen je biljeg visokog stupnja HBV infektivnosti, i
korelira s visokom razinom HBV replikacije.

Serokonverzija HBeAg u anti-HBe te znacajno snizenje
koncentracije HBsAg-a je znak spontanog ili terapijom
induciranog poboljsanja. Medutim, bez obzira na gubitak
HBeAg-a kod mnogih pacijenata se nalazi progresija KHB jer
virus ima enormnu moguénost izbjegavanja T- i B-stani¢ne
imunosti i kada HBeAg vise nije prisutan.

Protutijela na HBeAg mogu biti prisutna u inficiranoj ili imuniziranoj
osobi. Kod pacijenata s kronicnom HBV infekcijom, njihovo
prisusutvo upucuje na nizak titar i nisku razinu infektivnosti.

HBYV deoksiribonukleinska kiselina mjera je VL i reflektira virusnu
replikaciju. Korelira s infektivno$éu. Koristi se za procjenu i
monitoriranje KHB infekcije.

1.4. VAZNOST DETEKCIJE ANTI-HBc-a U OTKRIVANJU OBl-ja U

TRANSFUZIJSKOJ MEDICINI

Svaki je oblik intervencije u sprjecavanju prijenosa HBV-a od vaznosti pa tako i testiranje

krvi za transfuzijsko lijecenje. Rizik od prijenosa HBV-a transfuzijama krvi i krvnih pripravaka

danas je nizak, ali vis$i nego rizik prijenosa drugih virusa za koje je uspostavljeno obavezno

testiranje i za koje, za razliku od HBV-a ne postoji cjepivo (Candotti i Allain, 2009). Posljedica

je to varijabilnosti klinicke prezentacije HBV infekcije, imunosnog odgovora domacina na nju,

dinamike virusne replikacije i seroloskih biljega, $to otezava ne samo selekciju davatelja krvi

34



Uvod

vec 1 nadin njihovog testiranja. Od seroloskih biljega u testiranju davatelja krvi danas se koristi
HBsAg i anti-HBc. HBsAg je antigen virusne ovojnice koji tijekom replikacije virusa u jetri

nastaje u suvisku i isplavljen u krv lako se dokazuje.

Anti-HBc nalazi se u krvi gotovo svih inficiranih osoba, a kako ostaje u cirkulaciji
godinama ili doZivotno, neovisno o tome je li doslo do eliminacije virusa i ozdravljenja, do
kroni¢nog hepatitisa, nosilastva ili okultne infekcije, test na anti-HBc korisniji je od drugih
seroloskih, ali i molekularnih testova (Jung i Pape, 2002). Najucinkovitiji je u otkrivanju osoba
s kroni¢nom OBI infekcijom izazvanom virusom niske replikativne mo¢i, koje je teSko dokazati
molekularnim testom (Seo i sur., 2015; Minegishi i sur., 2003). Anti-HBc se javlja u krvi novo-
zarazenih osoba neposredno nakon virusnih antigena HBsAg-a i/ili HBeAg-a, kao prvi biljeg
imunog odgovora domacina na infekciju (Song i Kim, 2016). Visok titar anti-HBc-a posljedica
je izravne i o T-stanicama ovisne stimulacije B limfocita HBCcAg-om, koji je najja¢i imunogeni
virusni protein (Milich i McLachlan, 1986). Titar anti-HBc-a varira tijekom infekcije i kroni¢ne
bolesti i korelira s razinom virusne replikacije u hepatocitima, a za razliku od koncentracije
HBsAg-a, kretanje titra anti-HBc-a neovisno je o genotipu. Titar ve¢i od 1:100 indicira
perzistenciju cccDNA u jezgri hepatocita (Seeger i Mason, 2000). Mjerenje titra anti-HBc-a u
krvi moguéi je neinvazivan oblik dijagnostike kroni¢ne bolesti jetre inducirane virusom
hepatitisa B, a uz kvantitativni HBsAg test jedan od mogucih nacina prac¢enja ucinkovitosti
antivirusne terapije (Yuan i sur., 2015; Song i sur., 2014; Brunetto i sur., 2013). Pozitivan nalaz
anti-HBc-a bez antigenemije najces¢i je u osoba s klinicki ili asimptomatski preboljelim
hepatitisom B. Uz pozitivan nalaz anti-HBs-a i/ili anti-HBe-a, anti-HBc jest dugotrajni
pokazatelj ozdravljenja. Anti-HBc per se je nezamjenjiv seroloski biljeg HBV infekcije u
otkrivanju tzv. teil-end faze infekcije, koja prethodi rekonvalescenciji, te u otkrivanju
seropozitivne OBI infekcije (Raimondo i sur., 2008; Lee, 1997).

lako seropozitivna OBI infekcija ukljucuje sve HBsAg negativne seroloske profile,
izolirani nalaz anti-HBc odnosno samo anti-HBc pozitivan rezultat (anti-HBc alone ili only)
bez drugih HBV specifi¢nih protutijela u krvi najces¢i je u osoba s OBI-jem, zbog Cega je test
na anti-HBc uveden u ispitivanje davatelja i primatelja organa i davatelja krvi (Grob i sur.,
2000; Brechot i sur., 2001). U SAD-u je testiranje davatelja krvi na anti-HBc uvedeno 1986.
godine. Sumnja na prijenos HBV-a krvlju anti-HBc pozitivnih davatelja krvi, postavljena je
kasnih 1970.-tih, ali je potisnuta i nakratko zanemarena pred izazovima novo otkrivenih krvlju
prenosivih virusa (HIV i HCV) (Katchaki i sur., 1980).
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U nedostatku HIV specifi¢nog testa, anti-HBc je u SAD-u koristen kao biljeg rizi¢nog
spolnog ponasanja, s visokom u¢inkovitosc¢u kod etabliranih HIV infekcija, a slabijom kod HIV
infekcije u WP-u (Simon i Bankhurst, 1984; Korelitz i sur., 1996; Bush i sur., 1997). Obveznim
testom, kao surogatni test za tzv. non-A, non-B hepatitis (NANBH), kasnije virusni hepatitis C
(HCV), uveden je u SAD-u i drugim visokorazvijenim zemljama. Njegovom primjenom doslo
je do redukcije ne samo postransfuzijskog hepatitisa C, ve¢ 1 postransfuzijskog hepatitisa B,
zbog Cega se u SAD-U nakon uvodenja anti-HCV-a, nastavilo s njegovim koriStenjem u
ispitivanju krvi za transfuzijsko lije¢enje. Procjenjuje se da je tim uvodenjem na ovaj nain u
SAD-u reduciran postransfuzijski hepatitis B za 33 do 50 % (Blajchman i sur., 1995; Chambers
i Popovsky, 1991; Allain i sur., 1999). Prevalencija anti-HBc-a u dobrovoljnih davatelja u SAD-
a je 0,23 %, Ujedinjenom Kraljevstvu 0,56 %, Danskoj 0,70 %, Japanu 1,1 %, Njemackoj 1,88
%, Italiji 4,85 %, Indiji 10,82 %, Juznoj Koreji 13,5 %, Egiptu 14,2 %, Grékoj 14,9 % i
Pakistanu 17,28 % (Seo i sur., 2015).

Transplantacija organa, posebno jetre, nedvojbeno je potvrdila znacenje anti-HBc-a za
sigurnost primatelja. Americka iskustva pokazala su visoku prediktivnu vrijednost anti-HBc-a
kod donora organa za prijenos HBV presadkom, ali jednako tako i kod primatelja presadka bez
antivirusne terapije za razvoj reaktivacijskog hepatitisa B (Dickinson i sur., 1997). Sve to
rezultiralo je uvodenjem anti-HBc testa u ispitivanju davatelja organa.

Uvodenje NAT-a u ispitivanju davatelja krvi dovelo je do spoznaje u¢inkovitosti anti-
HBc-a u otkrivanju OBI infekcije, ali kvalitativni anti-HBc test ne diskriminira zarazene od
nezarazenih davatelja zbog Cega je njegova uporaba u populacijama visoke prevalencije
uvjetovana paralelnim testiranjem molekularnim testom, ispitivanjem titra ili drugih HBV
biljega (Allain, 2004; Stramer i sur., 2012; Lelie i sur., 2017; O'Brien i sur., 2007). Prevalencija
OBI-ja u populaciji davatelja krvi u europskim zemljama varira od 0,0002 % do 0,084 %
(Raimondo i sur., 2007; Dettori i sur., 2009; Velati i sur., 2008; Brojer i sur., 2006; Katsoulidou
1 sur., 2009; Svicher 1 sur., 2012), dok je u Kini, koja je visoko endemi¢na HBV regija, 0,18 %
(Huang i sur., 2012).

Anti-HBc se u posljednje vrijeme koristi i kao suplementni test u algoritmu potvrde
inicijalno i opetovano reaktivnih (RR) davatelja krvi u ID-NAT testu, kada HBV DNA u krvi
nije moguce potvrditi diskriminacijskim ID-NAT testom i/ili kvantitativnim HBV DNA testom
visoke osjetljivosti. To su uglavhom davatelji s manje od 20 1U HBV DNA u mililitru krvi.
Test na anti-HBc nije zahtjevan u izvedbi na automatiziranim sustavima i temelji se na

kompetitivnom ili izravnom (sandwich) principu EIA/ChLIA testova. Osjetljivost testa
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odreduje se prema Internacionalnom standardu WHO, a specificnost varira zavisno o tipu testa
(Hourfar i sur., 2009).

Pokazalo se da se transfuzijama onih krvnih pripravaka koji su samo anti-HBc pozitivni
(ostali HBV biljezi negativni ukljucujuc¢i i HBV DNA) moze prenijeti HBV. Za prevenciju
virusne infekcije u takvim slucajevima klju¢no je odrediti anti-HBc (Gessoni i sur., 2014).
Prijenos HBV-a na primatelje krvi od DDK-a s OBI-jem ispitao je Satake sa suradnicima
(Satake i sur., 2007). Rezultati ovog istrazivanja pokazuju da se takav prijenos dogada u oko 3
% slucajeva. Oni su takoder pokazali da se u 50 % prijenosa HBV-a na primatelje krvnih
pripravaka dogada u slu¢ajevima prisutne virusne infekcije u WP-u. Infektivnost krvi u WP-u
infekcije 10 puta je visa nego u OBI-ju s niskim titrom anti-HBc-a. Pojavnost OBI-ja u Europi
iznosi 1:1000 do 1:50.000 donacija krvi (Allain i sur., 2013). Allain i suradnici utvrdili su da
postotak prijenosa HBV-a od dobrovoljnih davatelja s OBI-jem iznosi 28 %. U toj studiji svi
dobrovoljni davatelji imali su anti-HBc i detektabilnu koli¢inu HBV DNA, a 38 % njih imalo
je i anti-HBs u titru od 20 do 160 IU/L. Postotak prijenosa HBV-a s anti-HBs negativnim
krvnim pripravcima od dobrovoljnih davatelja s OBI-jem ovisi i o vrsti krvnih pripravaka,
najnizi je kod transfuzije eritrocita, visi kod transfuzije trombocita, a najvisi kod transfuzije
svjeze plazme. Prisutnost anti-HBs-a kod dobrovoljnih davatelja s OBI-jem smanjuje rizik od
prijenosa infekcije za oko 5 puta. U slucajevima necijepljenih primatelja krvnih pripravaka od
davatelja s OBI-jem projicirana transfundirana doza virusa je 1032 kopija u anti-HBc
negativnih i 2694 kopija u anti-HBc pozitivnih primatelja. 66,7 % imunokompetentnih
primatelja bilo je anti-HBc pozitivno, a svega 33 % imunokompromitiranih nakon transfuzije.
Prema tome, prijenos HBV-a od dobrovoljnih davatelja s OBl-jem veéinom je asimptomatska
I samorjeSiva infekcija s postupnim razvojem anti-HBc-a i anti-HBs-a. Medutim, u
imunokompromitiranih primatelja moZe biti fatalna. Takvi su slu¢ajevi opisani kod primatelja
sa sepsom, hematoloskom boles$¢u i1 autoimunim hepatitisom.

Literaturni podaci ukazuju da bi se, za smanjenje rizika od prijenosa HBV-a
transfuzijama krvnih pripravaka, krv dobrovoljnih davatelja trebala analizirati na prisutnost
anti-HBc-a u zemljama s prevalencijom anti-HBc-a manjom od 2 do 4 %. U zemljama s viSom
prevalencijom ¢ini se nuznim detektirati HBV DNA u uzorcima krvi dobrovoljnih davatelja.
Osim analiziranja krvi dobrovoljnih davatelja na prisutnost anti-HBc-a i HBV DNA, za
smanjenje rizika od prijenosa HBV-a krvnim pripravcima moze se poduzeti i inaktivacija
patogena kemijskim agensima i UV zraCenjem koji sprjecavaju replikaciju DNA ili RNA. Za

prevenciju ostaje i mogucnost cijepljenja potencijalnih primatelja.
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Isto tako treba napomenuti da bi odbacivanje anti-HBc pozitivnih, a HBV-DNA
negativnih krvnih donacija, utjecalo na opskrbu krvnim pripravcima u Republici Hrvatskoj.
Njemacka i Nizozemska Kkoriste takve krvne donacije ukoliko je titar anti-HBs-a visi od 100
IU/L odnosno 200 IU/L (Hourfar i sur., 2009; Van de Laar i sur., 2015).

Koji ¢e se testovi koristiti u ispitivanju davatelja krvi na HBV zavisi o prevalenciji ove
infekcije u opcoj 1 populaciji davatelja krvi, morbiditetu vezanom uz transfuziju krvnih
pripravaka, omjeru novih i viSestrukih davatelja, samodostatnosti u opskrbi krvlju i

ekonomskim moguénostima zemlje, a u primjeni su 4 strategije u kojima se kombiniraju

1.5. STRATEGIJE TESTIRANJA DAVATELJA KRVI NA HBV DANAS

Strategija A: samo HBsAg test: Ova strategija, ovisna o osjetljivosti HBsAg testa, globalno
prevladava (WHO, 2017; Scheiblauer i sur., 2010). Prema izvjes¢u WHO za 2016. godinu 56
% zemalja Clanica (98/176) ju koristi (u Europi 32,5 % ili 14/43). Visoko osjetljivi HBsAg
testovi podrazumijevaju jednako visoku osjetljivost za sve serotipove HBsAg-a i mutirane
varijante (Kuhns i Busch, 2006). Usprkos visoke osjetljivosti aktualnih HBsAg testova, ova je
strategija testiranja primjerenija zemljama niske prevalencije HBV-a i visoke procijepljenosti.
Nedostatak joj je dug WP HBsAg testa, oko 38 dana, §to ograni¢ava njegov doprinos u ranoj
akutnoj fazi infekcije, ali i ranoj rekonvalescenciji kada se antigen gubi iz krvi, a zaostaje niska
virusna replikacija (u teil end fazi infekcije). Ovom strategijom nije moguce identificirati

davatelje s OBI infekcijom koju karakterizira negativan nalaz HBsAg-a u krvi.

Strategija B: HBsAg i anti-HBc test: Ova strategija kao i strategija A ima HBsAg-ovisnu
osjetljivost u ranoj akutnoj fazi infekcije, ali joj zato anti-HBc test omogucava detekciju teil-
end faze infekcije i seropozitivne OBI infekcije. Nedostatak joj je niska prediktivna vrijednost
pozitivnog anti-HBc u otkrivanju zarazenih davatelja i nemoguénost detekcije seronegativne
OBI infekcije. Ucinkovitost strategije B korelira s prevalencijom anti-HBc-a i dobi davatelja, a
ucinkovitija je u bankama krvi s dominantnim uc¢es¢em viSestrukih (starijih) davatelja krvi. Ovu

strategiju prema izvjes¢u WHO u 2016. godini koristi 17,6 % (31/176) zemalja globalno (u
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Europi 9,3 % ili 4/43). Dodatno, 5 zemalja globalno, (3 u EU), anti-HBc testiranje provode
selektivno.

Strategija C: HBV DNA (NAT) i HBsAg test: HBV DNA test osigurava osjetljivost tijekom
rane HBV, teil-end faze infekcije i okultne seropozitivne i seronegativne kroni¢ne HBV
infekcije. U¢inkovitost ove kombinacije testova limitirana je osjetljivos¢u NAT testa, zbog Cega
ID-NAT ima prednost pred testiranjem puliranih uzoraka (Mini-Pul/MP-NAT), nekih
proizvodaca. Ova strategija je preporucena zemljama visoke HBV prevalencije 1 bankama krvi
s dominacijom novih davatelja krvi kod kojih je nalaz HBV infekcije ucestaliji. Prema WHO u
2016. godini 11,9 % (21/176) zemalja globalno (u Europi 27 % (12/43) provodi ovu strategiju

testiranja.

Strategija D: HBV DNA, HBsAg i anti-HBc test: Tri testa u ovoj kombinaciji osiguravaju
najvisu osjetljivost u detekciji HBV infekcije u svim njenim fazama i ovisna je o osjetljivosti
NAT testa. Globalno je zastupljena u 7,4 % (13/176), (u Europi 11,6 % ili 5/43), medutim jo$
8 zemalja globalno od toga 5 u EU provode testiranje s tri testa uz selektivno testiranje anti-

HBc testom.

O preostalim moguéim strategijama dokazivanja HBV infekcije u davatelja krvi poput
uporabe samo molekularnog testa ili molekularnog testa u kombinaciji s anti-HBc vode se
rasprave i analiziraju rezultati provedenih paralelnih ispitivanja molekularnim i seroloskim
testovima (Kuhns i Busch, 2006; Candotti i Laparche, 2018; Seed i sur., 2017). Pri odabiru
strategije testiranja vazno je paziti da se ne ugrozi opskrba krvlju, stoga je potrebno prije
implementacije novog biljega odrediti njegovu prevalenciju i moguce negativne ucinke
njegovog uvodenja. U zemljama visoke i umjerene HBV endemicnosti, testiranje na anti-HBcC
1 iskljucivanje pozitivnih davatelja moZe imati posljedice na opskrbu krvlju, zbog cega se ove

strategije trebaju optimirati odredivanjem titra anti-HBc-a ili titra anti-HBs-a.
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1.6. SVRHA | CILJEVI RADA

OBI infekcija u davatelja krvi najce$¢i je uzrok prijenosa virusa hepatitisa B
transfuzijama krvnih pripravaka. OBI se definira kao prisutnost virusne DNA bez prisustva
HBsAg-a u krvi izvan WP infekcije. HBV DNA moze se dokazati u jetri, a u krvi je uglavnom
nedokaziva ili intermitentna jer je VL nizak, najce$¢e manji od 100, ¢esto i od 10 IU HBV
DNA/mL. Kod OBI-ja nisu nuzno prisutna specifi¢na protutijela na virusne antigene, medutim
ako jesu (seropozitivna OBI), naj¢es$¢e su prisutna anti-HBc. Obzirom na negativan rezultat
HBsAg-a i intermitentnu viremiju, prisutna anti-HBc jedini su biljeg koji moze upuéivati na
OBI.

Kako testiranje krvi DDK-a u Republici Hrvatskoj ukljucuje seroloske pretrage: HBsAg,
anti-HCV, HIV Ag/At i anti-TP (protutijela na Treponema pallidum) te molekularni triplex ID-
NAT (HBV DNA, HCV RNA and HIV-1/2 RNA) test, a ne ukljucuje testiranje na anti-HBc,
glavni cilj i svrha ovog istrazivanja jest odrediti ukupnu prevalenciju anti-HBc-a u populaciji
DDK-a HZTM-a, te prevalenciju prema starosnoj dobi, spolu i broju davanja krvi DDK-a, u
muskih i1 Zenskih te novih i viSestrukih DDK-a, utvrditi vaznost odredivanja anti-HBc-a u
detekciji OBI-ja, prevalenciju OBI-ja u populaciji DDK-a i procjeniti rizik od prijenosa HBV-
a transfuzijama krvi ukljuc¢uju¢i DDK-e s OBl-jem. U tu svrhu analizirat ¢e se prisutnosti anti-
HBc-a i protutijela na druge antigene HBV-a te virusne DNA u arhivskim uzorcima DDK-a
HZTM-a iz 2004. i 2013. godine te prospektivno u 2017. godini. HZTM je nacionalni referentni
centar transfuzijske medicine koji godi$nje prikupi preko 50 % svih doza krvi u Hrvatskoj (oko
100.000 doza).

Specifiéni ciljevi ovog istraZivanja obuhvacaju utvrdivanje prisutnosti odnosno
prevalencije anti-HBc-a u populaciji DDK-a i avidnosti anti-HBc 1gG-a, utvrdivanje prisutnosti
HBV DNA medu anti-HBc pozitivnim DDK-ima, odredivanje titra anti-HBs-a te prisutnost
ostalih HBV biljega (anti-HBc IgM, anti-HBe i HBeAg), utvrdivanje prevalencije OBI-ja i
rizika od prijenosa HBV infekcije ukljuc¢uju¢i i DDK-e s OBI-jem temeljem matematickog
modela.
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Materijali i metode

2.1. MATERIJALI

2.1.1. Uzorci krvi DDK-a HZTM-a

e primarni uzorci krvi DDK-a uzeti su u epruvetu (Becton-Dickinson) od 10 mL, bez

antikoagulansa, centrifugirani su 20 minuta na 2300 o/min

e U 2004.i2013. godini nakon provedenog obveznog seroloskog testiranja i svih rezultata
obveznih testova (HBsAg, anti-HCV, HIV Ag/At i anti-TP), ostatni uzorci krvi (serum)

arhivirani su na temperaturi nizoj od -20°C

e u 2017. godini ispitani su svjezi, nezamrznuti uzorci krvi DDK-a nakon provedenog

rutinskog seroloskog testiranja, uz pisani pristanak DDK-a

e ispitivani uzorci pripadali su konsekutivnim donacijama DDK-a zbog cega nisu

stratificirani prema spolu, dobi i broju davanja

e na prisutnost anti-HBc-a ispitan (testiran) je sljede¢i broj uzoraka: 7561 iz 2004.
(listopad), 7318 iz 2013. (srpanj i kolovoz) i 5090 iz 2017. godine (svibanj)

e nakon odredivanja prisutnosti anti-HBc-a, uzorci se skladisteni na temperaturi nizoj od

-20°C

e zadaljnje analize: anti-HBs, anti-HBc IgM, HBeAg, anti-HBe, avidnost anti-HBc 1gG-
ate HBV DNA.

2.1.2. Analizatori

U ovom istrazivanju koriSteni su slijede¢i analizatori:
e ORTHO Summit Processor, Ortho Clinical Diagnostic, SAD;
e ETI-Max 3000, DiaSorin, Italija;
e Vitros ECi, Ortho Clinical Diagnostic, SAD;

e BEP Ill, Dade-Behring/Siemens Healthineers, SAD;
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e Architect i2000sr, Abbott Diagnostic, SAD;

e Evolis, Bio-Rad, USA;

e Vidas, bioMerieux, Francuska;

e Prism, Abbott Diagnostic, SAD;

e COBAS AMPLICOR, Roche, Svicarska;

e COBAS TagMan 48, Roche, Svicarska;

e Procleix TIGRIS System, Grifols, Spanjolska;

e Procleix PANTHER System, Grifols, Spanjolska.

2.1.3. Kemikalije i testovi

2.1.3.1. Kemikalija koriStena za pripremu uzoraka u odredivanju avidnosti

anti-HBc 1gG-a

e Gvanidin hipoklorit, 98 %, CHsN3 HCI (Alfa Aesar, Njemacka)

2.1.3.2. Testovi

U ovom istrazivanju koristeni su komercijalni testovi prikazani u tablici 2.1. (preuzeto iz

Miletic i sur., 2019; uz suglasnost nakladnika).
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Tablica 2.1. Komercijalni testovi koriSteni u istraZivanju

Test

Anti-HBc
probirni test

Anti-HBc
alternativni test 1

Anti-HBc
alternativni test 2

HBsAg
probirni test
HBsAg
alternativni test
Anti-HBs
Anti-HBc IgM
Anti-HBe

HBeAg

HBV DNA test

Godina istrazivanja

2004.

2013.

2017.

Hepatitis B Virus Core
Antigen ORTHO HBc
ELISA Test System

ETI-AB-COREK PLUS
(DiaSorin)

Vitros aHBc
(Ortho)

Enzygnost HBsAg 5.0
EIA
(Dade-Behring)

Murex HBsAg Version
3

Vitros (Ortho)
Vitros (Ortho)
Vitros (Ortho)
Vitros (Ortho)
HBV
MONITOR/Cobas
Amplicor (Roche)

HPS/HBYV Cobas
TagMan48 (Roche)

Architect Anti-HBc 11
(Abbott)

Monolisa Anti-HBc
PLUS (Bio-Rad)

Vidas Anti-HBc Total
Il (BioMerieux)

Prism HBsAg
(Abbott)
Monolisa HBsAg
ULTRA (Bio-Rad)
Architect (Abbott)
Architect (Abbott)
Architect (Abbott)
Architect (Abbott)
ID-NAT Procleix Ultrio

Plus (HBV/HCV/HIV)
(Grifols)

Prism HBcore (Abbott)

Architect Anti-HBc 11
(Abbott)

Vidas Anti-HBc Total
I (BioMerieux)

Prism HBsAg (Abbott)

Monolisa HBsAg
ULTRA (Bio-Rad)

Architect (Abbott)
Architect (Abbott)
Not done
Not done
ID-NAT Procleix
Ultrio Elite

(HBV/HCV/HIV-
1/HIV-2) (Grifols)

44



Materijali i metode

2.2. METODE

2.2.1. Seroloske metode

2.2.1.1. Hepatitis B Virus Core Antigen ORTHO HBV ELISA Test System,
Ortho Clinical Diagnostic, SAD - izvoden na ORTHO Summit Processor

analizatoru

ELISA (od engl. Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay) kvalitativni test za detekciju
ukupnih protutijela na hepatitis B srzni antigen, anti-HBc, u ljudskom serumu ili plazmi. Test
je u formatu mikrotitarske ploc¢e. Na jazicama je vezan rekombinantni rHBcAg dobiven iz E.
coli. U prvom koraku u jazice se dodaje diluent i uzorak te se inkubiraju. Protutijelo prisutno u
uzorku veze se za antigen na povrsini jazice. U koraku ispiranja uklonit ¢e se svi nevezani
proteini iz seruma ili plazme. U drugom koraku dodaje se konjugat u jazice (misji monoklonski
anti-ljudski 1gG i anti-ljudski IgM konjugirani s peroksidazom iz hrena). Konjugat ¢e se vezati
za protutijela iz kompleksa antigen-protutijelo. Slijedi ispiranje. U tre¢em koraku dodaje je o-
fenilendiamin (OPD) i hidrogen peroksid. Ako je prisutan vezani konjugat, OPD c¢e oksidirati

Sto rezultira stvaranjem boje. Sulfatna kiselina se dodaje za zaustavljanje reakcije.
Sadrzaj test-kompleta:
e mikrotitarska plo¢a na koju je vezan rHBcAg;

e konjugat: smjesa misjih monoklonskih anti-ljudski 1gG i anti-ljudski IgM protutijela

konjugiranih s peroksidazom iz hrena;
o diluent za uzorake: fosfatni pufer s govedim proteinskim stabilizatorima;
e substrat: tablete s o-penilendiaminom;

e substratni pufer: citratni-fosfat s 0,02 % vodikovim peroksidom.
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2.2.1.2. ETI-AB-COREK PLUS, DiaSorin - izvoden na ETI-Max 3000

analizatoru

Enzimski imunotest (EIA) za kvalitativnu detekciju ukupnih anti-HBc protutijela u
ljudskom serumu ili plazmi (EDTA, citrat ili heparin). Test je u formatu mikrotitarske ploce.
Koristi monoklonska protutijela usmjerena na imunodominantnu domenu HBcAg-a. Test je
kompetitivni, a na jazicama su naneSena miSja monoklonska protutijela (IgG2b-k klasa) na
HBcAg. Enzimski reagens koji sadrzi ljudska antitijela na HBcAg obiljezena peroksidazom iz
hrena, detektirat ¢e sva vezana anti-HBc iz uzorka. U prvom koraku u jazice se dodaje uzorak
i rHBcAg. Ako postoji anti-HBc u uzorku, natjecat ¢e se s protutijelima s povrSine jaZice za
rHBCcAg. Slijedi ispiranje pa dodavanje enzima koji ¢e se vezati za bilo koji kompleks antigen-
protutijelo prisutan u jaZici. Enzim se veze za ¢vrstu fazu preko rHBcAg i posljedi¢na enzimska
aktivnost je obrnuto ovisna o koncentraciji anti-HBc-a u uzorku. Nakon ispiranja dodaje se
kromogen./substrat. Ako u uzorku nema anti-HBc-a, vezani enzim (peroksidaza iz hrena)
kemijski reducira peroksid, koji oksidira kromogen (tetrametilbenzidin, TMB) u plavo obojenje
(650 nm). Plava boja prelazi u Zutu (450 nm) nakon dodatka stop otopine. Ako uzorak sadrzi

anti-HBc, jazica Ce ostati neobojana.
Sadrzaj test-kompleta:
e enzimski reagens: ljudska protutijela na HBcAg obiljezena peroksidazom iz hrena;
e neutralizacijska otopina: rekombinantni HBcAg (22 kDa, iz E. coli), pufer;
e pufer za ispiranje;
e inkubacijski pufer;
e kromogen/substrat: tetrametilbenzidin;

e stop otopina: 1 N sulfatna kiselina.
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2.2.1.3. Architect Anti-HBc Il test, Abbott - izvoden na automatskom

Architect i2000sr analizatoru

CMIA (od engl. Chemiluminescent Microparticle ImmunoAssay) test za kvalitativnu
detekciju anti-HBc-a u ljudskom serumu ili plazmi. Na paramagnetskim Cesticama vezan je
rekombinantni HBcAg (rtHBcAQ). Prisutna protutijela anti-HBc tvore kompleks s rHBcAg-om
vezanim na paramagnetske mikrocestice. Potom se u reakcijsku smjesu dodaju sekundarna
protutijela koja prepoznaju ljudske imunoglobuline, a konjugirana su s akridinom.
Kemiluminiscencija, nastala nakon dodatka reagensa za njeno poticanje, mjeri se i izrazava u

relativnim svjetlosnim jedinicama (RLU).
Sadrzaj test-kompleta:

e mikrocestice s HBcAg (rekombinantni, iz E. coli) u TRIS puferu. konjgat: misja anti-

ljudska protutijela obiljezena akridinom;
o diluent testa;
o diluent za uzorke;
e pre-trigger otopina: vodikov peroksid,;
e trigger otopina: Na-hidroksid;

e otopina za ispiranje: fosfatni pufer.

2.2.1.4. Monolisa Anti-HBc PLUS, Bio-Rad - izvoden na Evolis analizatoru

ELISA test za detekciju ukupnih anti-HBc-a u ljudskom serumu ili plazmi. Test je u
formatu mikrotitarske ploce. Na ¢vrstoj fazi vezan je rHBcAg. Ako su u serumu prisutna anti-
HBc, vezat ¢e se za Cvrstu fazu. Nakon ispiranja dodaju se ljudska anti-IgG i IgM, obiljezena
peroksidazom, koja ¢e se vezati za protutijela vezana za povrSinu jazica (Cvrsta faza). Nakon

drugog ispiranja dodaje se substrat. Raekcija se ocCitava spektrofotometrijski na 450/620-700
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nm. Intezitet boje je proporcionalan koncentraciji anti-HBc-a u uzorku vezanih za ¢vrstu fazu

testa.

Sadrzaj test-kompleta:

koncentrirana otopina za ispiranje (20x): Tris NaCl pufer;

diluent za uzorke: PBS pufer;

konjugat: kozja anti-ljudska IgG i IgM protutijela obiljezena peroksidazom;
pufer za peroksidazni substrat: citratna kiselina i Na-acetat;

kromogen: TMB;

stop otopina: 1 N sulfatna kiselina.

2.2.1.5. Prism HBcore, Abbott — izvoden na automatskom Prism analizatoru

ChLIA (od engl. ChemiLuminescent ImmunoAssay) test za kvalitativnhu detekciju

ukupnih anti-HBc u humanom serumu ili plazmi. Test je kompetitivni i ima 2 koraka.

Mikrocestice su oblozene s rHBcAg-om i inkubiraju se s uzorkom i otopinom cisteina u

inkubacijskoj jazici. Za vrijeme inkubacije, prisutna anti-HBc vezat ¢e se za rHBcAg. Nakon

ispiranja dodaje se ljudski anti-HBc konjugat obiljeZzen akridinom. Konjugat ¢e se vezati za

rHBcAg koji nije blokiran s anti-HBc-om iz uzorka. Kemiluminescentni signal se generira

dodatkom alkalne otopine vodikovog peroksida. Mjere se nastali fotoni, odnosno stvoreno

svjetlo.

Sadrzaj test-kompleta:

rekombinantni HBcAg, iz E.coli;

konjugat: ljudska anti-HBc obiljezena akridinom,;
cisteinski puder;

diluent za cistein;

transfer otopina za ispiranje;
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e konjugat otopina za ispiranje;
e koncentrat aktivatora;

e diluent za aktivator.

2.2.1.6. Vitros Anti-HBc test, Ortho Clinical Diagnostic — izvoden na

automatskom Vitros ECi analizatoru

Kompetivni kemiluminescentni test za kvalitativnu detekciju ukupnih anti-HBc u
humanom serumu i plazmi (EDTA 1 citrat). Na reakcijskim jazicama nanesen je HBCA(Q i
ukoliko su anti-HBc prisutna u uzorku do¢i ¢e do vezanja. Nakon ispiranja, dodaje je konjugat
(misja monoklonska anti-HBc¢ obiljezena peroksidazom iz hrena) koji ¢e reagirati s preostalim
HBcAg-om na povrSini reakcijske jazice. Nakon ispiranja, dodaje se reagens koji sadrzi
luminogeni substrat (derivat luminola) i agens za transfer elektrona. Peroksidaza katalizira

oksidaciju derivata luminola sto producira svjetlo. Svjetlo se o¢itava u Vitos ECi sustavu.
Sadrzaj test-kompleta:

e rHBcAg iz E.coli;

e govedi gamma globulini;

e konjugat: mi$ja monoklonska anti-HBc obiljeZena peroksidazom iz hrena;

e signalni reagens;

e otopina za ispiranje.
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2.2.1.7. Vidas Anti-HBc Total I, bioMerieux — izvoden na automatskom

Vidas analizatoru

ELFA (od engl. Enzyme-Linked Fluorescent immunoAssay) kvalitativni test za detekciju
ukupnih anti-HBc u ljudskom serumu i plazmi, baziran na inhibiciji. Kao ¢vrstu faza testa
koristi SPR (od engl. Solid Phase Receptacle). Uzorak se inkubira u SPR-u na ¢ijoj unutrasnjosti
je vezan rHBcAg. Nevezani uzorak se odstranjuje ispiranjem nakon ¢ega se ¢vrsta faza inkubira
s konjugatom: monoklonska anti-HBc obiljeZzena alkalnom fosfatazom. Konjugat se veze za
HBCcAg za koja se nisu vezala anti-HBc iz uzorka. Nakon ispiranja, dodaje se substrat (4-metil-
umbeliferil fosfat). Fosfataza iz konjugata ¢e katalizirati hidrolizu substrata §to rezultira
fluorescentnim produktom (4-metilumbeliferonom), ¢ija se fluorescencija mjeri na 450 nm.

Intezitet fluorescencije je obrnuto proporcionalan koli¢ini anti-HBc-a u uzorku.
Sadrzaj test-kompleta:
e SPR;
e diluent za uzorke;
e pufer za ispiranje;
¢ konjugat: mi§ja monoklonska anti-HBc protutijela obiljezena alkalnom fosfatazom;

e substrat: 4-metil-umbeliferil-fosfat.

2.2.1.8. Enzygnost HBsAg 5.0 EIA, Dade-Behring / Siemens — izvoden na BEP

111 analizatoru

EIA test u formatu mikrotitarske ploce za kvalitativnu detekciju HBsAg-a u ljudskom
serumu i plazmi. Test ima 2 koraka. U prvom, prisutan HBsAQg u uzorku reagira s poliklonskim
anti-HBs protutijelima vezanim na povrsini jazica mikrotitarske ploce i s konjugatom 1 (anti-
HBs vezan s biotinom). U drugom koraku, nakon ispiranja nevezanih reaktanata, konjugat 2

(streptavidin vezan s peroksidazom) se dodaje i koji reagira s konjugatom 1. Nakon ispiranja,
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odreduje se enzimska aktivnost kojugata 2 (plava boja reakcije). Enzimatska konverzija
kromogena se zaustavlja dodatkom stop otopine (Zuto obojenje reakcije). Intezitet boje je

proporcionalan koncentraciji antigena u uzorku.
Sadrzaj test-kompleta:
e konjugat 1: mi§ja monoklonska anti-HBs konjgirana s biotinom;
e konjugat 2: streptavidin konjugiran s peroksidazom;
e kromogen: TMB;
e substrat;
e otopina za ispiranje;

e stop otopina.

2.2.1.9. Murex HBsAg Version 3, Murex — izvoden je na ORTHO Summit

Processor analizatoru, Ortho Clinical Diagnostic, SAD

EIA test u formatu mikrotitarske ploce za kvalitativnu detekciju HBsAg-a u ljudskom
serumu i plazmi. Uzorak se u jazici preinkubira sa smjesom mi$jih monoklonskih protutijela
specificnim za razliCite epitope 'a' determinante HBsAg-a. ProciS¢ena kozja anti-HBs
konjugirana s peroksidazom iz hrena se tada dodaju u jazicu. Ako je HBSAQ prisutan u uzorku,
stvoriti ¢e se kompleks anti-HBs - HBSA(g - anti-HBs vezano s peroksidazom. Nakon ispiranja,
dodaje se TMB i vodikov peroksid. Jazice koje sadrze HBsAg i vezani konjugat su ljubicasto

obojene, a nakon dodatka stop kiseline obojenje je narancasto 1 mjeri se spektrofotometrijski.
Sadrzaj test-kompleta:

o diluent za uzorke;

e kozja anti-HBs konjugirana s peroksidazom iz hrena;

e diluent za substrat;

e koncentrirani substrat: TMB;
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e stop otopina: 0,5 M do 2 M sulfatna kiselina.

2.2.1.10. Prism HBsAg, Abbott — izvoden na automatskom Prism analizatoru

ChLIA test za kvalitativnu detekciju HBsAg-a u ljudskom serumu i plazmi. Postupak
obuhvacéa 2 koraka. Na mikroCestice su vezana misja monoklonska anti-HBs. Za vrijeme
inkubacije prisutan HBsAg ¢e se vezati za anti-HBs. Konjugat, koji sadrzi kozja poliklonska
anti-HBs obiljezena akridinom, dodaje se u smjesu. Nakon druge inkubacije, ispiranjem se mice
nevezani konjugat. Kemiluminescentni signal se stvara dodatkom alkalne otopine vodikovog

peroksida. Mjere se nastali fotoni, odnosno svijetlo.
Sadrzaj test-kompleta:
e mikrocCestice na koja su vezana mi§ja monoklonska IgM anti-HBs;
e konjugat: kozja poliklonska anti-HBs konjgirana s akridinom;
e transfer otopina za ispiranje;
e Kkonjugat otopina za ispiranje;
e koncentrat aktivatora;

e diluent za aktivator.

2.2.1.11. Monolisa HBsAg ULTRA, Bio-Rad — izvoden na Evolis anlizatoru

EIA test, sendvi¢ principa, za detekciju HBsAg-a u ljudskom serumu i plazmi. Test je u
formatu mikrotitarske ploce. Za jazice su vezana monoklonska anti-HBs. U jazice se dodaje
uzorak i konjugat (misja monoklonska anti-HBs i kozja poliklonska anti-HBs). Nakon
inkubacije i ispiranja nevezanih reaktanata, dodaje se obojani substrat. Nakon inkubacije,
ukoliko je prisutan HBsAg u uzorku stvara se obojena reakcija i dodatkom stop otopine zuto

obojenje se opticki mjeri na 450/620-700 nm.
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Sadrzaj test-kompleta:

2.2.2.

koncentrirana otopina za ispiranje;
diluent za konjugat;

konjugat: misja monoklonska anti-HBs i kozja poliklonska anti-HBs vezana s

peroksidazom;
substratni pufer;
kromogen: TMB;

stop otopina: 1 M sulfatna kiselina.

Molekularne metode

za kvantitativno odredivanje HBV DNA u arhivskim uzorcima krvi dobrovoljnih
davatelja iz 2004. godine koristio se COBAS AmpliPrep/COBAS TagMan HBV Test,

version 2.0. (Roche Diagnostics, Mannheim, Njemacka)

za molekularno testiranje arhivskih uzoraka krvi DDK iz 2013. godine koristio se ID-
NAT test za istovremenu detekciju HBV DNA, HCV RNA i HIV1 RNA, Procleix Ultrio
Plus (Grifols, Spanjolska), a za kvantitativno odredivanje real-time PCR COBAS
AmpliPrep/COBAS TagMan HBV Test, version 2.0. (Roche Diagnostics, Mannheim,
Njemacka)

za molekularno testiranje uzoraka krvi DDK iz 2017. godine koristio se ID-NAT test za
istovremenu detekciju HBV DNA, HCV RNA i HIV 1/2 RNA, Procleix Ultrio Elite
(Grifols, Spanjolska), a za Kkvantitativno odredivanje real-time PCR COBAS
AmpliPrep/COBAS TagMan HBYV Test, version 2.0. (Roche Diagnostics, Mannheim,
Njemacka).
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2.2.2.1. COBAS AmpliPrep/COBAS TagMan HBV Test, version 2.0.

COBAS AmpliPrep/COBAS TagMan HBYV test v.2.0 sluzi kvantifikaciji HBV DNA,
ujedinjuju¢i dva glavna procesa: (1) automatiziranu izolaciju HBV DNA na COBAS
AmplPprep uredaju, te (2) istovremeno umnozavanje ciljne DNA i detekciju razgradnje
dvostruko obiljeZzene probe smjeStene u visoko konzerviranoj pre-core/core regiji HBV
genoma na COBAS TagMan analizatoru. Koncentracija HBV DNA izrazena je u IU/mL.
Najniza mjerljiva koncentracija HBV DNA ovim testom je 20 IU/mL (95 %CI) — za sve

genotipove HBV-a i matrix-a (prema deklaraciji proizvodaca).
Sadrzaj test-kompleta:
. COBAS AmpliPrep/COBAS TagMan HBV test v2.

. COBAS AmpliPrep/COBAS TagMan Wash Reagent.

2.2.2.2. Procleix Ultrio Plus test

Procleix Ultrio Plus Test (Grifols) je triplex test koji objedinjuje izolaciju nukleinske
kiseline; umnozavanje putem transkripcije (TMA) nukleinskih kiselina: HIV-1 RNA, HCV
RNA i HBV DNA, te detekciju umnoZzenih produkata (amplikona) hibridizacijskom reakcijom
(Hibridization Protection Assay, HPA). Testom se istovremeno detektiraju sve tri nukleinske
kiseline, a signal pozitivnog rezultata jedinstven je za sva tri virusa, te zahtijeva
diskriminacijsko testiranje, kojim se utvrduje prisutnost HIV-1 RNA, HCV RNA ili HBV
DNA.

Tijekom izolacije, virusna RNA 1 DNA oslobadaju se iz virusa pomocu detergenta, koji
razgraduje virusnu ovojnicu, te denaturira proteine. Oligonukleotidne sonde vezu konzerviranu
regiju HIV-1, HCV i HBV genoma, i nastaje hibridna molekula, koja se iz uzorka izdvaja
pomocu magnetskih cestica. TMA (od engl. Transcription-Mediated Amplification) je metoda
amplifikacije nukleinske kiseline temeljene na transkripciji koja upotrebljava dva enzima,

MMLYV reverznu transkriptazu i T7 RNA polimerazu.

54



Materijali i metode

Detekcija umnozenih RNA produkata provodi se HPA (od engl. Hibridisation Protection
Assay) testom. Odgovarajuce, jednolancane sonde za nukleinske kiseline, oznaCene
kemiluminescentnim molekulama, vezu se specifi¢éno za umnozene RNA produkte. Selekcijski
reagens razlikuje vezane od nevezanih sondi, te uniStava kemiluminescentne molekule na
nevezanim probama. Kemiluminiscentni signal Kkoji proizvodi vezana sonda mjeri se

luminometrom i biljezi u relativnim svjetlosnim jedinicama (RLU).

Interna kontrola (IC) dodaje se u svaki uzorak, kontrolu i kalibrator. IC prolazi sve korake
testiranja, te ih na taj nacin kontrolira. Umnozeni RNA produkt za IC razlikuje se upotrebom
sondi s relativno brzom kinetikom emisije svjetla u dualnoj kinetickoj reakciji, pa se kineticki

signal razlikuje kao bljesak (za umnozene produkte IC) i kao sjaj (za specifi¢cno umnozene

produkte za HIV-1 RNA, HCV RNA i HBV DNA).

Diskriminacijsko testiranje koristi se za uzorke koji su ponovljeno reaktivni u Procleix
Ultrio Plus testu. Pomocu specifi¢nih sondi za HIV-1 RNA, HCV RNA i HBV DNA utvrduje
se prisutnost navedenih nukleinskih kiselina virusa. Analiticka osjetljivost testa za HBV (WHO
97/750) je 3,4 (95 %CI 3,0 do 4,1) IU/mL, a za diskriminacijski test 4,1 (95 %CI 3,5 do 4,9)
IU/mL.

Sadrzaj test-kompleta:
e Procleix Ultrio Plus Test K5000;

e Pufer za ispiranje (Wash solution);

o Ulje (Oil);

e Pufer za deaktivaciju plazme i umnozenih nukleinskih kiselina (Deactivation Fluid);
e ,Auto detect” 1;

e  Auto detect* 2;

Sredstvo za oCuvanje sistemske tekucéine (System Fluid Preservative for System Fluid).
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2.2.2.3. Procleix Ultrio Elite test

Procleix Ultrio EliteTest (Grifols) je multiplex test koji objedinjuje izolaciju nukleinske
kiseline; umnozavanje putem transkripcije (TMA) nukleinskih kiselina: HIV RNA, HCV RNA
I HBV DNA, te detekciju umnozenih produkata (amplikona) HPA testom. Testom se
istovremeno detektiraju prisutne nukleinske kiseline, a signal pozitivnog rezultata jedinstven je
za sva tri virusa, te zahtijeva diskriminacijsko testiranje, kojim se utvrduje prisutnost HIV-

1/HIV-2 RNA, HCV RNA ili HBV DNA.

Tijekom izolacije, virusna RNA i DNA oslobadaju se iz virusa pomoc¢u detergenta, koji
razgraduje virusnu ovojnicu, te denaturira proteine. Oligonukleotidne sonde vezu konzerviranu
regiju HIV, HCV 1 HBV genoma, 1 nastaje hibridna molekula, koja se iz uzorka izdvaja pomocu
magnetskih ¢estica. TMA upotrebljava dva enzima, MMLYV reverznu transkriptazu i T7 RNA

polimerazu.

Detekcija umnozenih RNA produkata provodi se testom HPA. Odgovarajuce,
jednolancane sonde za nukleinske kiseline, ozna¢ene kemiluminescentnim molekulama, vezu
se specifi¢no za umnozene RNA produkte. Selekcijski reagens razlikuje vezane od nevezanih
sondi, te uniStava kemiluminiscentne molekule na nevezanim probama. Kemiluminescentni

signal koji proizvodi vezana sonda mjeri se luminometrom i biljezi u RLU jedinicama.

IC se dodaje u svaki uzorak, kontrolu i kalibrator. IC prolazi sve korake testiranja, te ih
na taj nacin kontrolira. Umnozeni RNA produkt za IC razlikuje se upotrebom sondi s relativno
brzom kinetikom emisije svjetla u dualnoj kinetickoj reakciji, pa se kineticki signal razlikuje

kao bljesak za umnozene produkte IC i kao sjaj za specificno umnoZene produkte za HIV RNA,
HCV RNA i HBV DNA).

Diskriminacijsko testiranje koristi se za uzorke koji su ponovljeno reaktivni u Procleix
Ultrio Elite testu. Pomoc¢u specifi¢nih sondi za HIV RNA, HCV RNA i HBV DNA utvrduje se
prisutnost navedenih nukleinskih kiselina virusa. Diskriminacijsko testiranje Procleix Ultrio
Elite za HIV ne razlikuje HIV-1 od HIV-2. Analiticka osjetljivost testa za HBV (WHO 97/750)
je 4,3 (95 %Cl 3,8 do 5,0) IU/mL, a za diskriminacijski test 4,5 (95 %CI 4,0 do 5,3) IU/mL.

Sadrzaj test-kompleta:
e Procleix Ultrio Elite Test K5000;

e Pufer za ispiranje (Wash solution);
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e Ulje (Oil);
e Pufer za deaktivaciju plazme i umnozenih nukleinskih kiselina (Deactivation Fluid);

e  Auto detect 1;

e  Auto detect 2;

e Natrijev hipoklorit (5-7 %)-varikina.

2.2.3. Metoda za odredivanje avidnosti anti-HBc 1gG-a

Avidnost anti-HBc 1gG-a izrazena je kao indeks avidnosti, a odredena je prema postupku
kojeg su opisali Rodella i suradnici (Rodella i sur., 2006). Potrebna su dva alikvota uzorka od
0,1 mL. Jednom alikvotu dodaje se Architect radni pufer (koncentrirani 1,5 M fosfatni pufer
razrijeden s destiliranom vodom u omjeru 1:10) (B), a drugom 1 M gvanidinijev hidroklorid u
omjeru 1:10 (G). Inkubacija se provodi 30 min na sobnoj temperaturi. Nakon toga, odreduju se
anti-HBc testom Architect Anti-HBc Il. Indeks avidnosti izraCunava se kao omjer dobivenih
vrijednosti S/CO anti-HBc za reakcije u G i B. Arbitrarna vrijednost razgranic¢enja (engl. cutoff,

CO) za indeks avidnosti je 0,70, za dikriminaciju akutne i kroni¢ne faze infekcije.

2.2.4. Algoritam potvrde anti-HBc reaktivnosti

Svi anti-HBc pozitivni DDK-i iz 2004. 2013. i 2017. godine retestirani su istim testom u
duplikatu i jo§ dva alternativna anti-HBc testa, tablica 2.1. Potvrdno pozitivnim smatran je
opetovano reaktivan uzorak potvrden s najmanje anti-HBc testa. Svi anti-HBc pozitivni u 2004.
i 2013. godini ispitani su na sve HBV markere, a 2017. samo na anti-HBc IgM i anti-HBs.

HBsAg je u sve tri studije ispitan i alternativnim testom kako bi se iskljucile eventualne 's'
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mutacije HBV genoma. Infektivnost anti-HBc pozitivnih DDK-a ispitana je molekularnim
kvantitativnim testom na HBV DNA 2004., a ID-NAT testom u 2013. i 2017. godini.

2.2.5. Statisticke metode

Za statisticku obradu rezultata koristio se program MedCalc, ver 16.2.1. DDK-i su za
potrebu obrade dobivenih rezultata podijeljeni u starosne grupe (godine): do 20, 20-24, 25-29,
30-34, 35-39, 40-44, 45-49, 50-54, 55-59 i iznad 60, a prema preporukama za statisticka
istrazivanja (Reijneveld, 2003). Za utvrdivanje razlike u broju uzoraka po razli¢itim
kategorijama, prevalencije anti-HBc-a, prisutnosti HBV DNA te pojavnosti ostalih HBV
biljega koristi se test razlike proporcije (x2-kvadrat test) uz razinu znacajnosti 0,05. Za analizu
korelacije koristi se Spearmanov koeficijent korelacije uz razinu znacajnosti 0,05. Za izraun
ostatnoga rizika od prijenosa HBV-a krvnim pripravcima od DDK-a s OBIl-jem i DDK-a s
negativnim nalazima HBV testova koristen je raCunski postupak prema Preporukama Europske
medicinske agencije (EMA 2016), a koja ukljucuje rizik od prijenosa infekcije od novih i
viSestrukih DDK-a. Metoda po Newcombe-u koriStena je u izracunavanju 95 % intervala

pouzdanosti (CI).

2.2.5.1. Izracun ostatnog rizika od prijenosa HBV-a krvnim pripravcima doza

DDK-a ispitanih vaze¢im obveznim testovima na HBV

Temeljem epidemioloskih podataka vezanih uz HBV infekciju u populaciji DDK-a
procjenjuje se ostatni rizik (engl. Residual Risk, RR) od prijenosa infekcije HBV-a
donacijama krvi novih (ND) i visestrukih (VD) DDK-a, koje su testirane i bile negativne u
vaze¢im obveznim testovima propisanim zakonom Republike Hrvatske. RR se izrazava kao
broj ostatnih zarazenih donacija na milijun donacija.

Procjena RR-a temelji se na matematickom modelu koji koristi epidemioloske
podatke definirane preporukama EMA 2016 za prikazivanje epidemioloskih podataka
vezanih uz krvlju prenosive bolesti.

Parametri za izraCunavanje ostatnog rizika su:
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Incidencija HBV-a u visestrukih DDK-a

Incidencija se prema EMA 2016 definira kao godi$nja stopa potvrdeno pozitivnih na
HBV (HBsAg i HBV DNA) u populaciji VD-a. Sukladno preporuci izrazava se na
100.000 visestrukih DDK-g;

Incidencija HBV / 100.000 VD = n HBV pozitivnih / ukupan broj VD u godini x
100.000

Korekcija incidencije HBV-a u VD zbog nemoguénost detekcije HBV infekcije u
slu¢aju OBI infekcije, mutacija virusa i eventualnih greSaka u radu te interdonacijskih
perioda manjih od 180 dana;

Korigirana incidencija / 100.000 VD = Incidencija HBV / 100.000 VD x 2,9

Prevalencija HBV-a u ND /100.000 ND izrac¢unava se iz korigirane incidencije / 100.000
VD mnozenjem s faktorom 3;

Prevalencija HBV / 100.000 ND = Kaorigirana incidencija / 100.000 VD x 3

. WP je vrijeme u kojem se HBV infekcija ne moze dokazati seroloskim i/ili
molekularnim testom, a odnosi se na akutnu HBV infekciju. Prema Preporukama EMA
2016 za 2013. godinu uzima se WP od 35 dana, a za 2017. godinu od 15 dana, a izrazava
se u godinama. WP za 2004. iznosi 56 dana temeljeno na osjetljivosti primjenjenog
HBsAg testa u HZTM-u.

WP 2004 = 56/365= 0,153 god.

WP 2013 = 35/365= 0,096 god.

WP 2017 = 15/365= 0,041 god,

Udio ND u ukupnom broju donacija krvi u godini izracunava se tako da se broj donacija
ND podijeli sa ukupnim brojem donacija prikupljenih od ND i VD u navedenoj godini;

Formula za izracunavanje RR-a ukljucuje sve navedene parametre, kako bi se izracunao, prvo
rizik od prijenosa HBV-a dozama VD, zatim dozama ND i kona¢no ukupni rizik za sve doze
krvi prikupljene u HZTM-u 2004., 2013. i 2017. godine procijenjen prema udjelima doza ND
i VD.
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RR vp /10°® = Korigirana incidencija / 100.000 VD x 10 x WP (god)
RR np/10°%= Prevalencija HBV / 100.000 ND x 10 x WP (god)

Ukupni RR /108 = udio donacija ND x RR np/10° + udio donacija VD x RR np/10°
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Rezultati

3.1. UVODNI PREGLED REZULTATA

Kako bi se utvrdila prevalencija anti-HBc-a u populaciji DDK-a HZTM-a, ispitano je
7561 uzoraka krvi iz 2004. godine, 7318 iz 2013. godine te 5090 iz 2017. godine. Za procjenu
rizika od prijenosa HBV infekcije od DDK-a s OBI-jem, utvrdeni su DDK-i s OBI-jem te
njihova prevalencija (u Republici Hrvatskoj i HZTM-u).

Za kvantitativno odredivanje HBV DNA u arhivskim uzorcima krvi DDK-a iz 2004.
godine koristen je test COBAS AmpliPrep/COBAS TagMan HBV Test, version 2.0., a za
molekularno testiranje arhivskih uzoraka krvi DDK iz 2013. godine ID-NAT test za
istovremenu detekciju HBV DNA, HCV RNA i HIV1 RNA, Procleix Ultrio Plus, te za
kvantitativno odredivanje real-time PCR COBAS AmpliPrep/COBAS TagMan HBV Test,
version 2.0. Za molekularno testiranje uzoraka krvi DDK-a iz 2017. godine koristen je ID-NAT
test za istovremenu detekciju HBY DNA, HCV RNA i HIV 1/2 RNA, Procleix Ultrio Elite, a
za kvantitativno odredivanje real-time PCR COBAS AmpliPrep/COBAS TagMan HBV Test,

version 2.0.

Serolosko testiranje obuhvatilo je obvezno testiranje svake doze krvi DDK-a (HBSAg,
anti-HCV, HIV Ag/At i anti-TP), anti-HBc test te alternativni HBsAg test kako bi se iskljuéile
moguce 's' mutacije HBV genoma. Obzirom na razli¢itu specifi¢nost anti-HBc testova, koriSten
je algoritam potvrdivanja anti-HBcC reaktivnosti: retestiranje pozitivnih rezultata u duplikatu
istim testom te testiranje s jo$ dva alternativna testa. Potvrdeno pozitivnim anti-HBc rezultatom
smatran je onaj koji je pozitivan u najmanje dva razli¢ita anti-HBc testa. Potvrda OBI infekcija
kao kroni¢nih infekcija postignuta je odredivanjem avidnosti anti-HBc 1gG-a. Svi anti-HBc
pozitivni uzorci krvi ispitani su i na ostale biljege HBV infekcije: anti-HBs, anti-HBc IgM, anti-
HBe i HBeAg.

Konacno, utvrdena je ukupna prevalencija anti-HBc-a kao moguceg jedinog biljega OBI-
ja, a uz negativne rezultate svih obveznih testova u ispitivanju krvi DDK-a Republike Hrvatske,
te prevalencija prema starosnoj dobi, spolu i broju davanja krvi DDK-a, u muskih i zenskih te
novih i visestrukih DDK-a, prevalencija DDK-a s OBI-jem i ostatni rizik od prijenosa HBV-a

krvnim pripravcima donacija ukljuc¢uju¢i DDK-a s OBI-jem.
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Rezultati

3.2. KARAKTERISTIKE DAVALASTVA HZTM-a PO ISPITNIM

GODINAMA

3.2.1. Osnovne karakteristike davalastva DDK-a HZTM-a po ispitnim

godinama

*Osnovne karakteristike davalastva DDK-a HZTM-a po ispitnim godinama prikazane su
u tablici 3.1.
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Tablica 3.1. Karakteristike davalastva krvi HZTM-a te uzoraka krvi/DDK-a ukljucenih u

istraZivanje U ispitnim godinama

Godina Statisticka analiza
. . . i P
Karakteristike DDK-a i donacija 5004. vs 2013. 2004. Vs
2004. 2013. 2017. 2013. vs 2017. 2013.
2013. Vs
2017.
Ukupni broj donacija krvi (n) 71.897 100.920 105.323
Broj donacija ND-a (%) 7258 6176 6747 925,47 <0,001
(10,1) (6,1) (6,4) 3,49 0,06
Broj donacija krvi VD-a (%) 64.639 94.744 98.576
(89,9) (93,9) (93,6)
Ukupni broj DDK-a 39.011 49.003 50.445 604,89 <0,001
12,73 <0,001
ND (%0) 7258 6176 6747
(18,6) (12,6) (13,4)
VD (%) 31.753 42.827 43.713
(81,4) (87,4) (86,6)
Ukupan broj Zenskih DDK-a (%) 7971 10.293 11.285 13,3 <0,001
(20,4) (21,0) (22,4) 14,7 0,001
HBV prevalencija/105 ND 220 97 29,6 203,4 <0,001
(HBsAQ) (HBsAg & ID-  (HBsAg & 297,4 <0,001
NAT) ID-NAT)
HBV incidencija/10° VD 12,6 28 9,2 1,7 0,192
10,2 0,002
Broj DDK ispitanih na anti-HBc (%) 7561 7318 5090
ukupno (19,4) (24,9) (120,2)
Broj ND (%0) 1098 340 310
(14,5) (4.,6) (6,1)
Broj Zenskih DDK-a (%0) 1312 956 812
(17,4) (13,2) (15,9)
Broj muskih DDK-a (%) 6249 6362 4278
(82,6) (86,9) (84,1)
HBV Look-back/Trace back 4/0 11/0 4/0

ND=Novi DDK su oni s koji prvi puta daju krv; VD=Visestruki DDK su oni koji su dali krv 2 puta i vise

Look-back postupak je skup postupaka koji se provode nakon $to se ustanovi da je davatelj krvi koji je ve¢ ranije
darivao krv zarazen uzrocnicima na koje se krv ispituje ili uzro¢nicima krvlju prenosivih bolesti za koje se
ispitivanje ne provodi, a koji bi mogli nastetiti zdravlju primatelja krvi ili ako se naknadno ustanovi da postoji
objektivna sumnja da test temeljem kojega je krvni pripravak pusten u uporabu nije mogao detektirati zarazu te da
je zbog toga moglo do¢i do infekcije primatelja. Trace-back postupak je skup postupaka koji se provode kada se
za laboratorijski potvrdenu zarazu postavi objektivna sumnja da je uzrokovana transfuzijom krvnog pripravka, a

kako bi se ista iskljucila ili potvrdila.
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3.2.2. Broj DDK-a ukljuéenih u istrazivanje razvrstan prema spolu i

broju davanja krvi

Broj DDK-a uklju¢enih u studiju razvrstani prema spolu i broju davanja krvi prikazan
je u tablici 3.2.

Tablica 3.2. Broj DDK-a ukljucenih u studiju razvrstani prema spolu i broju davanja krvi

Broj DDK-a ispitanih na anti-HBc n 2004. n 2013. n 2017.
DDK ukupno 7561 7318 5090
M 6249 6362 4278
7z 1312 956 812
ND 1098 340 310
M 748 194 192
7z 350 146 118
VD 6463 6978 4780
M 5501 6168 4086
7z 962 810 694

ND=Novi DDK su oni s koji prvi puta daju krv; VD=Visestruki DDK su oni koji su dali krv 2 puta i viSe;
M=muski DDK; Z=7enski DDK
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Rezultati

3.2.3. Udjeli dobnih skupina DDK-a ukljucenih u istraZivanje

Udjeli dobnih skupina DDK-a uklju¢enih u istrazivanje prikazani su na slici 3.1.

Dobna skupina

Slika 3.1. Udjeli dobnih skupina DDK-a ukljucenih u istraZivanje po godinama

Apscisa predstavlja dobne skupine DDK-a, a ordinata udjele DDK-a u postocima (%). U pravokutnicima su

prikazani udjeli DDK-a u postocima po dobnim skupinama.

Udjeli anti-HBc ispitanih DDK-a razlikuju se u mladih od 24 godine (P<0,05) u sve tri
studije, te u grupama preko 50 godina starosti 2004. u odnosu na 2013. i 2017. (P<0,05).
Sliéno je i s distribucijom davatelja prema spolu. Statisti¢ki se znacajno razlikuje udio
muskaraca 1 Zena (P<0,05) u dobnim skupinama do 25 godina, muskaraca preko 50 godina
2004. prema 2013.12017. godini i Zena preko 40 godina starosti u prve dvije studije.

Udio novih davatelja krvi u dobnim skupinama ispod 25 godina, i 25 do 50 godina je
statisticki znacajno razli¢it (y2 =72,04; P<0,05/ y2=53,45; P<0,05) u sve tri studije. Medu
viSestrukim davateljima krvi u sve tri godine studije udio mladih od 25 godina znacajno se
razlikuje (2 =133,29; P<0,05), ali ne ako se usporedi 2013. s 2017. godinom (y2=1142;
P=0,285). Razlikuje se zastupljenost davatelja starijih od 50 godina 2004. u odnosu na 2013 i
2017. godinu (¥2=99,10; P=0,05). Nema razlike u udjelima visestrukih davatelja u dobi od 25-
45 godina starosti (¥2=1,23; P=0,540).
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3.3. PREVALENCIJA ANTI-HBc-a U POPULACIJI DDK-a HZTM-a PO

ISPITNIM GODINAMA

3.3.1. UKUPNA PREVALENCIJA ANTI-HBc-a U ISPITANIH DDK-a

e Broj anti-HBc pozitivnih DDK-a bio je 396 u 2004. godini, 187 u 2013. godini i 67
pozitivnih u 2017. godini, medu 7561, 7318 1 5090 ispitanih DDK-a;

e Ukupna prevalencija anti-HBc-a u ispitanih DDK-a u 2004. 2013. i 2017. godini bila je
5,24 %, 2,56 % i 1,32 %;

e Utvrden je pad prevalencije anti-HBc-a u sve tri ispitne godine i u svim dobnim
skupinama;

e Statisticki je znacajan pad prevalencije anti-HBc-a 2013. u odnosu na 2004. godinu s
5,24 % na 2,56 % (x> =75,74; P<0,001), kao i 2017. u odnosu na 2013. godinu s 2,56 %
na 1,32 % (x® =22,97; P<0,001).
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3.3.2. PREVALENCIJA ANTI-HBc-a PO DOBNIM SKUPINAMA DDK-a

Prevalencija anti-HBc-a po dobnim skupinama DDK-a za sve tri ispitne godine prikazana
je u tablici 3.3. Prevalencija anti-HBc-a za 2004. godinu prikazana je na slici 3.2., za 2013.
godinu na slici 3.3. i za 2017. godinu na slici 3.4. Za sve tri godine prevalencija anti-HBc-a

prikazana je na slici 3.5.

Tablica 3.3. Prevalencija anti-HBc-a po dobnim skupinama DDK-a

Anti-HBc prevalencija (%)

Dobna
skupina  2004. 2013. 2017. P Y
<20 0,48 0,00 0,00
20-24 0,98 0,32 0,00 <0,001 16,32
25-29 1,57 0,43 0,16 <0,001 6,88
30-34 2,71 0,97 0,15 <0,001 32,06
35-39 3,47 1,44 0,43 <0,001 30,16
40-44 5,94 2,01 1,19 <0,001 12,26
45-49 9,05 3,64 1,01 <0,001 76,46
50-54 10,68 4,38 2,19 <0,001 42,84
55-59 17,43 6,82 4,39 <0,001 32,32
>60 18,38 8,48 6,58 <0,001 15,24
Ukupno 5,24 2,56 1,32 <0,001 22,98
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Prevalencija anti-HBc-a po dobnim skupinama DDK-a 2004.
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Slika 3.2. Prevalencija anti-HBc-a po dobnim skupinama DDK-a u 2004. godini

Apscisa predstavlja dobne skupine DDK-a iz 2004. godine, a ordinata prevalencije anti-HBc-a u postocima (%).

U pravokutnicima su prikazane izracunate prevalencije anti-HBc-a u postocima (%) po dobnim skupinama.

Ispitano je 7561 uzoraka krvi DDK-a iz 2004. godine. Prevalencija anti-HBc-a rasla je sa
staro§¢u DDK-a, i najniza je bila u DDK-a mladih od 20 godina, 0,48 %, a najvisa u onih starijih
od 60 godina, 18,38 %.
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Prevalencija anti-HBc-a po dobnim skupinama DDK-a 2013.
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Slika 3.3. Prevalencija anti-HBc-a po dobnim skupinama DDK-a u 2013. godini

Apscisa predstavlja dobne skupine DDK-a iz 2013. godine, a ordinata prevalencije anti-HBc-a u postocima (%).

U pravokutnicima su prikazane izracunate prevalencije anti-HBc-a u postocima (%) po dobnim skupinama.

Ispitano je 7318 uzoraka krvi DDK-a iz 2013. godine. Prevalencija anti-HBc-a rasla je
sa staro§¢u DDK-a. U DDK-a mladih od 20 godina nije bilo anti-HBc pozitivnih, dok je anti-
HBc prevalencija u skupini DDK-a od 20 do 24 godine bila najniza, 0,32 %, a najvisa u onih
starijih od 60 godina, 8,48 %.
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Prevalencija anti-HBc-a po dobnim skupinama DDK-a 2017.
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Slika 3.4. Prevalencija anti-HBc-a po dobnim skupinama DDK-a u 2017. godini

Apscisa predstavlja dobne skupine DDK-a iz 2017. godine, a ordinata prevalencije anti-HBc-a u postocima (%).

U pravokutnicima su prikazane izracunate prevalencije anti-HBc-a u postocima (%) po dobnim skupinama.

Ispitano je 5090 uzoraka krvi DDK-a iz 2017. godine. Prevalencija anti-HBc-a rasla je
sa staro§¢u DDK-a. U DDK-a mladih od 25 godina nije bilo anti-HBc pozitivnih, dok je anti-
HBc prevalencija u skupini DDK-a od 25 do 29 godine bila 0,16 % i najvisa u onih starijih od
60 godina, 6,58 %.

71



Rezultati

—=0—-2004 2013 =0=2017

— — — — [S¥]
(3] = (=2 =] =

]

(=}

4,38 ] 4.39

Anti-HBc prevalencija (%)

! 0.98 | ({1.57 S 3.64
2 lo.48] 103, ke 043 | Jo.07 L5144
' A L19 '-1.01
0 000 FHo00 Fq0.16 Fo{o.15 1043 .19 pof1o1]
<207 20-24  25-29 30-34  35-30  40-44 4540 50-54 55-59  >60

Dobna skupina

Slika 3.5. Prevalencija anti-HBc-a po dobnim skupinama DDK-a za tri ispitne godine

Apscisa predstavlja dobne skupine DDK-a, a ordinata prevalencije anti-HBc-a u postocima (%). U
pravokutnicima su prikazane izracunate prevalencije anti-HBc-a u postocima (%) po dobnim skupinama DDK-a
iz 2004., 2013. i 2017. godine.

Zakljucci

1. Utvrden je statisticki znacajan pad prevalencije anti-HBc-a u svim dobnim skupinama DDK-
a u sve tri ispitne godine.

2. Pad prevalencije anti-HBc-a 2013. godine u odnosu na 2004. godinu zabiljezen je u svim
dobnim skupinama, a statisticki znac¢ajan u skupinama preko 25 godina starosti (P<0,05).

3. 2017. godine statisti¢ki znacajan pad prevalencije (P<0,05) zabiljezen je u svim dobnim
skupinama preko 20 godina starosti.
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3.3.3. PREVALENCIJA ANTI-HBc-a PREMA SPOLU DDK-a

3.3.3.1. Prevalencija anti-HBc-a u muskih DDK-a

Prevalencija anti-HBc-a u muskih DDK-a po dobnim skupinama prikazana je u tablici
3.4., te naslici 3.6. za 2004. godinu, na slici 3.7. za 2013. godinu i na slici 3.8. za 2017. godinu.
Za sve tri godine prevalencija anti-HBc-a prikazana je na slici 3.9.

Tablica 3.4. Prevalencija anti-HBc-a u muskih DDK-a po dobnim skupinama

Anti-HBc prevalencija u muskih

DDK-a (%)
Dobna
skupina 2004. 2013. 2017. P Y
<20 0,40 0,00 0,00
20-24 1,01 0,39 0,00
25-29 1,46 0,50 0,00
30-34 2,92 0,99 0,17 <0,001 21,45
35-39 3,80 1,39 0,33 <0,001 26,11
40-44 6,15 2,27 1,18 <0,001 30,10
45-49 9,52 3,90 1,01 <0,001 16,90
50-54 10,52 4,44 2,58 <0,001 80,22
55-59 19,08 6,22 4,14 <0,001 23,98
>60 18,52 8,66 6,77 <0,001 21,35
Ukupno 5,38 2,61 1,31 <0,001 21,15
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Slika 3.6. Prevalencija anti-HBc-a u muskih DDK-a u 2004. godini

Apscisa predstavlja dobne skupine muskih DDK-a iz 2004. godine, a ordinata prevalencije anti-HBc-a u
postocima (%). U pravokutnicima su prikazane izracunate prevalencije anti-HBc-a u postocima (%) po dobnim
skupinama.

Ispitano je 6249 uzoraka krvi muskih DDK-a iz 2004. godine. Prevalencija anti-HBc-a
rasla je sa staro$¢u DDK-a, i najniza je bila u DDK-ima mladih od 20 godina, 0,40 %, a najvisa
u dobnoj skupini od 55 do 59 godina, 19,08 %.
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Slika 3.7. Prevalencija anti-HBc-a u muskih DDK-a u 2013. godini

Apscisa predstavlja dobne skupine muskih DDK-a iz 2013. godine, a ordinata prevalencije anti-HBc-a u
postocima (%). U pravokutnicima su prikazane izracunate prevalencije anti-HBc-a u postocima (%) po dobnim
skupinama.

Ispitano je 6362 uzoraka krvi muskih DDK-a iz 2013. godine. Prevalencija anti-HBc-a
rasla je sa staro¢u DDK-a. U muskih DDK-a mladih od 20 godina nije bilo anti-HBc
pozitivnih, dok je anti-HBc prevalencija u skupini DDK-a od 20 do 24 godine bila najniza, 0,39

%, a najvisa u onih starijih od 60 godina, 8,66 %.
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Slika 3.8. Prevalencija anti-HBc-a u muskih DDK-a u 2017. godini

Apscisa predstavlja dobne skupine muskih DDK-a iz 2017. godine, a ordinata prevalencije anti-HBc-a u
postocima (%). U pravokutnicima su prikazane izracunate prevalencije anti-HBc-a u postocima (%) po dobnim

skupinama.

Ispitano je 6362 uzoraka krvi muskih DDK-a iz 2017. godine. Prevalencija anti-HBc-a
rasla je sa staros¢u DDK-a. U muskih DDK-a mladih od 30 godina nije bilo anti-HBc
pozitivnih, dok je anti-HBc prevalencija u skupini DDK-a od 30 do 34 godine bila najniza, 0,17

%, a najvisa u onih starijih od 60 godina, 6,77 %.
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Slika 3.9. Prevalencija anti-HBc-a u muskih DDK-a za tri ispitne godine

Apscisa predstavlja dobne skupine muskih DDK-a, a ordinata prevalencije anti-HBc-a u postocima (%). U
pravokutnicima su prikazane izracunate prevalencije anti-HBc-a u postocima (%) po dobnim skupinama DDK-a

iz 2004., 2013. i 2017. godine.

Zakljuccei

1. Utvrden je statisticki znacajan pad prevalencije anti-HBc-a u svim dobnim skupinama

muskih DDK-a u sve tri ispitne godine.
2. Najveci pad prevalencije anti-HBc-a u 2013. godini zabiljezen je u dobnoj skupini muskih

DDK-a od 50 do 60 godina starosti, a statisticki znac¢ajan u skupinama preko 30 godina starosti
(P<0,05)
3. 2017. godine statisticki znacajan pad prevalencije (P<0,05) u odnosu na 2013. godinu

zabiljezen je u svim dobnim skupinama muskih DDK-a preko 20 godina starosti.
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3.3.3.2. Prevalencija anti-HBc-a u Zenskih DDK-a

Prevalencija anti-HBc-a u zenskih DDK-a po dobnim skupinama prikazana je u tablici
3.5., te na slici 3.10. za 2004. godinu, na slici 3.11. za 2013. godinu i na slici 3.12. za 2017.

godinu. Za sve tri godine prevalencija anti-HBc-a prikazana je na slici 3.13.

Tablica 3.5. Prevalencija anti-HBc-a u Zenskih DDK-a po dobnim skupinama

Anti-HBc prevalencija u zenskih

DDK-a (%)
Dobna
skupina  2004. 2013. 2017. P Y
<20 0,82 0,00 0,00
20-24 0,79 0,00 0,00
25-29 2,10 0,00 1,11 0,001 10,66
30-34 1,45 0,81 0,00 0,01 6,62
35-39 1,73 1,82 1,23 0,317 1,002
40-44 5,10 0,00 1,27 0,0005 12
45-49 7,33 1,83 2,00 0,795 0,07
50-54 11,36 4,00 0,00 <0,001 33,18
55-59 10,45 10,67 5,56 0,0001 15,07
>60 17,39 7,41 5,66 0,140 2,18
Ukupno 4,57 2,20 1,48 0,265 1,24
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Slika 3.10. Prevalencija anti-HBc-a u Zenskih DDK-a u 2004. godini

Apscisa predstavlja dobne skupine Zenskih DDK-a iz 2004. godine, a ordinata prevalencije anti-HBc-a u
postocima (%). U pravokutnicima su prikazane izracunate prevalencije anti-HBc-a u postocima (%) po dobnim
skupinama.

Ispitano je 1312 uzoraka krvi Zenskih DDK-a iz 2004. godine. Prevalencija anti-HBc-a
rasla je sa staroS¢u DDK-a, i najniza je bila u Zenskih DDK-a mladih od 20 godina, 0,82 %, a
najvisa u onih starijih od 60 godina, 17,39 %.
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Slika 3.10. Prevalencija anti-HBc-a u Zenskih DDK-a u 2013. godini

Apscisa predstavlja dobne skupine Zenskih DDK-a iz 2013. godine, a ordinata prevalencije anti-HBc-a u
postocima (%). U pravokutnicima su prikazane izracunate prevalencije anti-HBc-a u postocima (%) po dobnim

skupinama.

Ispitano je 956 uzoraka krvi zenskih DDK-a iz 2013. godine. Prevalencija anti-HBc-a
rasla je sa staros¢u DDK-a. U zZenskih DDK-a mladih od 30 godina nije bilo anti-HBc
pozitivnih, dok je anti-HBc prevalencija u skupini DDK-a od 30 do 34 godine bila najniza, 0,81
%, a najvisa u dobnoj skupini od 55 do 59 godina, 10,67 %.
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Slika 3.12. Prevalencija anti-HBc-a u Zenskih DDK-a u 2017. godini

Apscisa predstavlja dobne skupine Zenskih DDK-a iz 2017. godine, a ordinata prevalencije anti-HBc-a u
postocima (%). U pravokutnicima su prikazane izracunate prevalencije anti-HBc-a u postocima (%) po dobnim

skupinama.

Ispitano je 812 uzoraka krvi zenskih DDK-a iz 2017. godine. Prevalencija anti-HBc-a ne
prati linearan porast sa staros¢u DDK-a. U zenskih DDK-a mladih od 24 godina, u dobnoj
skupini od 30 do 34 godine te od 50 do 54 godine starosti nije bilo anti-HBc pozitivnih. Najvisa
anti-HBc prevalencija bila je u Zenskih DDK-a starijih od 60 godina, 5,66 %.
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Slika 3.13. Prevalencija anti-HBc-a u Zenskih DDK-a za tri ispitne godine

Apscisa predstavlja dobne skupine Zenskih DDK-a, a ordinata prevalencije anti-HBc-a u postocima (%). U
pravokutnicima su prikazane izracunate prevalencije anti-HBc-a u postocima (%) po dobnim skupinama DDK-a
iz 2004., 2013. i 2017. godine.

Zakljucci

1. Statisti¢ki znacajan pad prevalencije anti-HBc-a u zenskih DDK-a nije utvrden u dobnim
skupinama od 35 do 39 godina, od 45 do 49 godina te u starijih od 60 godina, dok je u svim
ostalim dobnim skupinama utvrden.

2. Pad prevalencije anti-HBc-a 2013. godine u odnosu na 2004. godine zabiljeZen je samo u

dobnoj skupini od 40 do 44 godina starosti (P=0,03), dok je u dobnim skupinama od 45 do 49
i od 50 do 54 godina starosti razlika u prevalenciji skoro statisticki znacajna, P=0,07 i P=0,06.
3. Ukupan pad prevalencije anti-HBc-a u zenskih DDK-a 2017. godine u odnosu na 2013.
godinu nije statisti¢ki znacajan (¥ =1,24; P=0,265), osim u dobnim skupinama od 25 do 34, od
40 do 44 i od 50 do 59 godina starosti (P<0,05).
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3.3.4. PREVALENCIJA ANTI-HBc-a U ISPITANIH DDK-a PREMA

BROJU DAVANJA KRVI

3.3.4.1. Prevalencija anti-HBc-a u novih DDK-a

Prevalencija anti-HBc-a u novih DDK-a, tj. onih koji su prvi puta davali krv, prikazana
je u tablici 3.6., te na slici 3.14. za 2004. godinu, na slici 3.15. za 2013. godinu i na slici 3.16.
za 2017. godinu. Za sve tri godine prevalencija anti-HBc-a prikazana je na slici 3.17.

Tablica 3.6. Prevalencija anti-HBc-a u novih DDK-a po dobnim skupinama

Anti-HBc prevalencija u novih

DDK-a (%)

Dobna
skupina  2004. 2013. 2017.
<20 0,89 0,00 0,00
20-24 1,28 0,00 0,00
25-29 0,00 1,32 0,00
30-34 1,72 1,72 0,00
35-39 0,00 0,00 5,88
40-44 6,49 4,17 0,00
45-49 3,45 0,00 0,00
50-54 0,00 0,00 0,00
55-59 0,00 0,00 0,00
>60 0,00 0,00 0,00
Ukupno 1,37 0,88 0,32
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Slika 3.14. Prevalencija anti-HBc-a u novih DDK-a u 2004. godini

Apscisa predstavlja dobne skupine novih DDK-a iz 2004. godine, a ordinata prevalencije anti-HBc-a u postocima

(%). U pravokutnicima su prikazane izracunate prevalencije anti-HBc-a u postocima (%) po dobnim skupinama.

Ispitano je 1098 uzoraka krvi novih DDK-a iz 2004. godine. U dobnim skupinama novih
DDK-a od 25 do 29 godina, od 35 do 39 godina te od 50 godina starosti nije bilo anti-HBc
pozitivnih DDK-a. Najvisa anti-HBc prevalencija je bila u dobnoj skupini od 40 do 44 godina,

6,49 %.
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Slika 3.15. Prevalencija anti-HBc-a u u novih DDK-a u 2013. godini

Apscisa predstavlja dobne skupine novih DDK-a iz 2013. godine, a ordinata prevalencije anti-HBc-a u postocima

(%). U pravokutnicima su prikazane izracunate prevalencije anti-HBc-a u postocima (%) po dobnim skupinama.

Ispitano je 340 uzoraka krvi novih DDK-a iz 2013. godine. Gotovo u svim dobnim
skupinama nije bilo anti-HBc pozitivnih DDK-a, osim u dobnim skupinama: od 25 do 34 godina
te od 40 do 44 godina. Najvisa anti-HBc prevalencija nadena je u dobnoj skupini od 40 do 44

godina starosti.
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Slika 3.16. Prevalencija anti-HBc-a u u novih DDK-a u 2017. godini

Apscisa predstavlja dobne skupine novih DDK-a iz 2017. godine, a ordinata prevalencije anti-HBc-a u postocima

(%). U pravokutnicima su prikazane izracunate prevalencije anti-HBc-a u postocima (%) po dobnim skupinama.

Ispitano je 310 uzoraka krvi novih DDK-a iz 2017. godine. Jedino je u dobnoj skupini od
35 do 39 godina utvrdena prevalencija anti-HBc-a od 5,88 %, dok u svim ostalim dobnim

skupinama nije bilo anti-HBc pozitivnih novih DDK-a.
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Slika 3.17. Prevalencija anti-HBc-a u novih DDK-a za tri ispitne godine

Apscisa predstavlja dobne skupine novih DDK-a, a ordinata prevalencije anti-HBc-a u postocima (%). U
pravokutnicima su prikazane izracunate prevalencije anti-HBc-a u postocima (%) po dobnim skupinama DDK-a

iz 2004., 2013. i 2017. godine.

Zakljucci

1. Ukupan pad prevalencije anti-HBc-a u novih DDK-a 2013. godine u odnosu na 2004. godinu
nije statisticki znacajan (P=0,493), osim u dobnoj skupini od 20 do 24 (P=0,036) i od 45 do 49
godina starosti (P=0,005). Medutim, utvrden je statisticki znacajan porast prevalencije 2013.
godine u dobnoj skupini od 25 do 29 godina starosti (P=0,001).

2. Ukupan pad prevalencije anti-HBc-a u novih DDK-a u 2017. godini u odnosu na 2013.
godinu nije statisti¢ki znagajan (y?>=0,83; P=0,361), osim u dobnim skupinama od 25 do 34
(P=0,002) i od 40 do 44 godina starosti (P=0,003). Medutim, utvrden je statisticki znacajan
porast prevalencije 2017. godine u dobnoj skupini od 35 do 39 godina starosti (P<0,001).
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3.3.4.2. Prevalencija anti-HBc-a u viSestrukih DDK-a

Prevalencija anti-HBc-a u visestrukih DDK-a, tj. onih koji su dali krv dva puta ili vise,
prikazana je u tablici 3.7., te na slici 3.18. za 2004. godinu, na slici 3.19. za 2013. godinu i na

slici 3.20. za 2017. godinu. Za sve tri godine prevalencija anti-HBc-a prikazana je na slici 3.21.

Tablica 3.7. Prevalencija anti-HBc-a u visestrukih DDK-a po dobnim skupinama

Anti-HBc prevalencija u visestrukih

DDK-a (%)
Dobna
skupina  2004. 2013. 2017. P Y
<20 0,00 0,00 0,00
20-24 0,88 0,37 0,00 <0,0001 17,72
25-29 1,84 0,35 0,17 <0,068 3,32
30-34 2,85 0,92 0,15 <0,0001 27,87
35-39 3,81 1,49 0,29 <0,0001 41,17
40-44 5,90 1,96 1,20 0,015 10,09
45-49 9,44 3,70 1,03 <0,0001 79,41
50-54 11,15 4,43 2,20 <0,0001 41,49
55-59 18,05 6,86 4,44 <0,0001 23,55
>60 18,68 8,48 6,60 <0,0001 13,93
Ukupno 5,90 2,64 1,38 <0,0001 22,79
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Slika 3.18. Prevalencija anti-HBc-a u visestrukin DDK-a u 2004. godini

Apscisa predstavlja dobne skupine visestrukih DDK-a iz 2004. godine, a ordinata prevalencije anti-HBc-a u
postocima (%). U pravokutnicima su prikazane izracunate prevalencije anti-HBc-a u postocima (%) po dobnim

skupinama.

Ispitano je 6463 uzoraka krvi visestrukih DDK-a iz 2004. godine. Prevalencija anti-HBc-
a rasla je sa staros¢u DDK-a. U visestrukih DDK-a mladih od 20 godina nije bilo anti-HBc
pozitivnih, dok je anti-HBc prevalencija u skupini DDK-a od 20 do 24 godine bila najniza, 0,88

%, a najvisa u onih starijih od 60 godina, 18,68 %.
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Slika 3.19. Prevalencija anti-HBc-a u viSestrukih DDK-a u 2013. godini

Apscisa predstavlja dobne skupine visestrukih DDK-a iz 2013. godine, a ordinata prevalencije anti-HBc-a u

postocima (%). U pravokutnicima su prikazane izracunate prevalencije anti-HBc-a u postocima (%) po dobnim

skupinama.

Ispitano je 6978 uzoraka krvi visestrukih DDK-a iz 2013. godine. Prevalencija anti-HBc-
a rasla je sa staros¢u DDK-a. U visestrukih DDK-a mladih od 20 godina nije bilo anti-HBc
pozitivnih. Anti-HBc¢ prevalencija kretala se od 0,35 % do 8,48 %, u visestrukih DDK-a starijih

od 60 godina.
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Slika 3.20. Prevalencija anti-HBc-a u visestrukih DDK-a u 2017. godini

Apscisa predstavlja dobne skupine visestrukih DDK-a iz 2017. godine, a ordinata prevalencije anti-HBc-a u
postocima (%). U pravokutnicima su prikazane izracunate prevalencije anti-HBc-a u postocima (%) po dobnim

skupinama.

Ispitano je 4780 uzoraka krvi visestrukih DDK-a iz 2017. godine. Prevalencija anti-HBc-
a rasla je sa staros¢u DDK-a. U visestrukih DDK-a mladih od 24 godina nije bilo anti-HBc
pozitivnih. Anti-HBc prevalencija kretala se od 0,15 % do 6,60 %, u visestrukih DDK-a starijih
od 60 godina.
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Slika 3.21. Prevalencija anti-HBc-a u viSestrukih DDK-a za tri ispitne godine

Apscisa predstavlja dobne skupine visestrukih DDK-a, a ordinata prevalencije anti-HBc-a u postocima (%). U

pravokutnicima su prikazane izracunate prevalencije anti-HBc-a u postocima (%) po dobnim skupinama DDK-a

iz 2004., 2013. i 2017. godine.

Zakljuccei

1. Utvrden je statisticki znacajan pad prevalencije anti-HBc-a u svim dobnim skupinama
viSestrukih DDK-a u sve tri ispitne godine (P<0,0001).
2. Statisticki znacajan pad prevalencije anti-HBc-a u 2013. godini zabiljezen je u svim dobnim

skupinama visestrukih DDK-a (P<0,005), osim u dobnoj skupini od 20 do 24 godine starosti
(x>=1,21; P=0,27).
3. 2017. godine statisticki znacajan pad prevalencije (P<0,05) u odnosu na 2013. godinu

zabiljezen je u svim dobnim skupinama visestrukih DDK-a.

92



Rezultati

3.3.5. SKUPNI PRIKAZ UTVRDENE ANTI-HBc PREVALENCIJE PO

SVIM SKUPINAMA ISPITANIH DDK-a

U tablici 3.8. (preuzeto iz Mileti¢ i sur., 2019; uz suglasnost nakladnika) prikazani su
ukupni rezultati anti-HBc prevalencije ispitanih DDK-a po ispitnim godinama te spolu i broju

davanja krvi.

Tablica 3.8. Prevalencija anti-HBc-a u ispitivanim skupinama DDK-a u 2013., 2014. i 2017.
godini

Prevalencija anti-HBc-a (%) (95 %CI) po razli¢itim skupinama ispitanih DDK-a

Godina | Prevalencija

Anti-HBc
ND VD 7 M
Anti-HBc-only
396/7561 1,37 5,90
5,24 (4,76-5,77) (0,83-2,25) (5,35-6,50)
2004. V4 M Z M 4,57 5,38
47/7561 143 1.34 5.72 5.93 (357-584) = (4,85-5,97)
0,62 (0,47-0,82) | (0,61-3,30) | (0,73-2,45) | (4,42-7,37) | (5,34-6,59)
088 2,64
187/7318 (0,30-2,56) (2,29-3,04)
2013. | 2,56 (2,22-2,95) 7 M Z M 2,20 2,61
0,0 1,55 2,59 2,64 (144-334) | (2,05-3,03)
18/7318 (0,00-2,56) | (0,53-4,45) | (1,70-3,93) | (2,27-3,07)
0,25 (0,16-0,39)
0,32 1.38
67/5090 (0,06-1,80) (1,09-1,75)
2017. | 1,32 (1,04-1,67) 1,48 1,31

(0,85-2,57) | (101-1,70)
11*/5090
0,21 (0,12-:0,39)

ND= novi DDK; VD= vigestruki DDK; Z= Zenski DDK; M= mugki DDK
*Anti-HBc-only- DDK kojima je odredena prisutnost samo anti-HBc-a, bez ostalih HBV biljega
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Zakljucci

1. Utvrden je pad prevalencije anti-HBc-a u sve tri ispitne godine i u svim dobim skupinama
DDK-a.

2. Statisticki je znacajan pad prevalencije anti-HBc-a 2013. godine u odnosu na 2004. godinu s
5,24 % na 2,56 % (P<0,001), kao i 2017. u odnosu na 2013. godinu s 2,56 % na 1,32 %
(P<0,001).

3. Razlika u anti-HBc prevalenciji 2013. godine u odnosu na 2004. godinu uvjetovana je padom
prevalencije u viSestrukih davatelja krvi s 5,90 % na 2,64 % (P<0,001), dok je pad prevalencije
anti-HBc-a 2017. godinu u odnosu na 2013. godinu temeljen na znac¢ajnom padu prevalencije
u viSestrukih s 2,64 % na 1,38 % (P<0,004) i novih davatelja krvi s 0,88 % na 0,32 % (P<0,001).

4. Utvrden je statisticki znaCajan pad prevalencije anti-HBc-a u svim dobnim skupinama
muskih DDK-a u sve tri ispitne godine, medutim u zenskih DDK-a nije utvrden u svim dobnim
skupinama i to: od 35 do 39 godina, od 45 do 49 godina te u starijih od 60 godina.
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3.4. INDEKS PADA PREVALENCIJE ANTI-HBc-A U POPULACIJI

DDK-a U ISPITIVANOM RAZDOBLJU

U vremenskom razdoblju od 14 godina prevalencija anti-HBc-a u ispitivanoj populaciji
DDK-a pala je 3,97 puta, (4,11 u muskih i 3,09 u zenskih). Zanimljivo je da je indeks pada
prevalencije 2013./2017. od 1,94 gotovo dosegnuo indeks pada od 2,05 postignut u 9 godisnjem
periodu 2004./2013., slika 3.22. (preuzeto iz Mileti¢ i sur., 2019; uz suglasnost nakladnika).
Najveci indeks pada prevalencije zabiljezen je u dobnim skupinama od 25 do 40 godina starosti
(10-18 puta). Indeks pada prevalencije veéi je u muskih DDK-a 2004. i 2013. godine nego u
zenskih DDK-a, a podjednak 2017. godine.

2004/2017

2013/2017

2004/2013

0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50 3,00 3,50 4,00 4,50

Indeks pada prevalencije u zenskih DDK  m Indeks pada prevalencije u muskih DDK
= Ukupni indeks pada prevalencije anti-HBc-a

Slika 3.22. Indeks pada prevalencije anti-HBc-a u ispitivanom razdoblju

Apscisa predstavlja indeks pada anti-HBc prevalencije u populaciji DDK-a, a ordinata usporedne godine

istrazivanja. U pravokutnicima su prikazani izracunati indeksi pada anti-HBc prevalencije.
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3.5. PREVALENCIJA ANTI-HBc-ONLY POZITIVNIH DDK-a

Prevalencija anti-HBc-only pozitivnih davatelja, odnosno DDK-a kojima je od HBV
biljega utvrdena prisutnost samo anti-HBc-a (a svi ostali biljezi negativni), ispitanih u 2004.
godini bila je 0,62 %, a u 2013. godini 0,25 %, (P=0,0006) $to predstavlja znaajan pad.
Prevalencija anti-HBc-only pozitivnih DDK-a u 2017. godini je 0,21 % i upucuje na daljni
padajuci trend, iako nije statisticki znac¢ajan pad u odnosu na 2013. godinu (P<0,650).

Udio anti-HBc-only medu anti-HBc pozitivnima od 11,8 % 2004. i 9,6 % 2013. godine
ne razlikuje se znacajno (P=0,497) / (P=0,134), prikazano u tablici 3.9. Anti-HBc-only
pozitivnih davatelja medu anti-HBc pozitivnima u 2004. godini bilo je i u davatelja mladih od
30 godina, dok u 2013. i 2017. godini ovaj tip reaktivnosti nisu pokazivali davatelji mladi od
35 godina.

Budu¢i da anti-HBc pozitivni DDK-i iz 2017. godine nisu ispitani na anti-HBe, u tablici
3.9. u koloni anti-HBc-only prikazani su svi anti-HBc pozitivni, s negativnim nalazom anti-
HBs-a i anti-HBc IgM-a.

Tablica 3.9. Udio anti-HBc-only pozitivnih DDK-a medu anti-HBc pozitivhima

2004. 2013. 2017.
Dobna n n n n n n
skupina a-HBc- anti- % a-HBc- anti- % a-HBc anti- %*
DDK only + HBc only+  HBc only+ HBc
+ + +
<29 6 28 214 0 6 0 0 1 0
30-39 5 63 79 2 25 80 0 4 0,0
40-49 13 140 9,3 2 51 39 5 14 357
50-65 23 165 13,9 14 105 13, 6 48 12,5
3
Ukupno 47 396 11,8 18 187 96 11 67 16,4

*2017. odnosi se na HBc pozitivne/anti-HBs negativne DDK
+=pozitivan rezultat

96



Rezultati

3.6. REZULTATI OSTALIH SEROLOSKIH ISPITIVANJA NA HBV

BILJEGE

Rezultati ostalih seroloskih ispitivanja prikazani su u tablici 3.10. (preuzeto iz Mileti¢ i

sur., 2019; uz suglasnost nakladnika).

Tablica 3.10. Rezultati ostalih seroloskih i molekularnih ispitivanja na anti-HBc pozitivnim

uzorcima krvi DDK-a

Godina ispitivanja

2004, 2013. 2017.
Test
n n n n n n

testiranih  pozitivnih % testiranih  pozitivnih % testiranih  pozitivnih %
HBsAg test
rutinski i 7561 0 0 7318 0 0 5090 0 0
alternativni
Anti-HBc 7561 396 5,24 7318 187 2,56 5090 67 1,32
Anti-HBc IgM 396 1(g9z%) 0,25 187 0 0 67 0 0
Anti-HBs 396 319 80,56 185 162 87,57 67 55 82,09
Anti-HBe 396 147 37,12 187 62 33,16 0 nt° -
HBeAg 396 0 0 187 0 0 0 nt° -
HBV DNA 47 0 0 7318 0 0 5090 0 0

2= grey-zona (siva zona testa)
b= nije testirano

3.6.1. HBsAg

HBsAQg nije dokazan u ispitivanim skupinama anti-HBc pozitivnih DDK-a s dva razli¢ita

HBsAQ testa.

3.6.2. Anti-HBs

Rezultati ispitivanja pokazali su gotovo jednake udjele anti-HBs-a (80,56 % i 87,57 %),
slika 3.23., 3.24. 1 3.25., i anti-HBe-a (37,12 % i 33,16 %) pozitivnih u anti-HBc pozitivnih
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DDK-a u 2004. i 2013. godini (P=0,077) / (P=0.587). Bez statisticke znac¢ajnosti je i udio
pozitivnih anti-HBs u anti-HBc pozitivinih DDK-a 2013. (87,57 %) i 2017. godine (82,09 %),
(32 =1.03; P=0.310).

Anti-HBc prevalencija (%) i % anti-HBs pozitivnih DDK-a po
dobnim skupinama u 2004. godini

fg 1743 1538

16

14

12

.
s 24
4

2 o048 0098

0 I -

<20  20-24 25-29 30-34 35-39 40-44 45-49 50-54 55-59 =60 Total

mmmm Anti-HBc prevalencija (%) 2004, e 00 anti-HB s poz 2004. /10

Slika 3.23. Odnos prevalencije anti-HBc pozitivnih DDK-a i njihovih anti-HBs pozitivnih
rezultata u 2004. godini

Apscisa predstavlja dobne skupine DDK-a iz 2004. godine, a ordinata udio (postotak - %) anti-HBc i anti-HBs
pozitivnih DDK-a. Plave kolone su anti-HBc prevalencije, a Zuta crta udio anti-HBs pozitivnih u anti-HBc
pozitivnih DDK-a.
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Anti-HBc prevalencija (%) i % anti-HBs pozitivnih DDK-a po
dobnim skupinama u 2013. godini

20
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16

14

;

8 6.6

6 364 438

4 201 2.53
0.87 44

. 2 e m H -

<20  20-24 25-20 30-34  35-39 40-44 45-49 50-54 55-50 =60 Total

s Anti-HBc prevalencija (%) 2013. e O anti-HB s poz 2013. /10

Slika 3.24. Odnos prevalencije anti-HBc pozitivnih DDK-a i njihovih anti-HBs pozitivnih
rezultata u 2013. godini

Apscisa predstavlja dobne skupine DDK-a iz 2013. godine, a ordinata udio (postotak - %) anti-HBc i anti-HBs
pozitivnih DDK-a. Plave kolone su anti-HBc prevalencije, a Zuta crta udio anti-HBs pozitivnih u anti-HBc
pozitivnih DDK-a.
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Anti-HBc prevalencija (%0)i % anti-HBs pozitivnih DDK-a po
dobnim skupinama u 2017. godini

20
18
16
14
12 110.0] 100 |10.0] [100]
8.8 9.0
0 [s3] [90]
° 439
; 016 o015 043 1% 101 219 1.32
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<20  20-24 25-29 30-34 35-39 40-44 45-49 50-54 55-50 =60 Total

s Anti-HBc prevalencija (%) 2017. s O anti-HB s poz 2017. /10

Slika 3.25. Odnos prevalencije pozitivninh DDK-a i njihovih anti-HBs pozitivnih rezultata u
2017. godini

Apscisa predstavlja dobne skupine DDK-a iz 2017. godine, a ordinata udio (postotak - %) anti-HBc i anti-HBs
pozitivnih DDK-a. Plave kolone su anti-HBc prevalencije, a zuta crta udio anti-HBs pozitivnih u anti-HBc
pozitivnih DDK-a.

Razdioba titra anti-HBs-a prikazana je u tablici 3.11. i slici 3.26. Titar anti-HBs-a > 100
IU/L imalo je 54,1 %, 55,1 % i 52,3 % DDK-a u tri ispitne godine, §to je statisticki znacajna
razlika 2013. u odnosu na 2017. godinu (P=0,002) i ukupno gledajuéi, 2004. u odnosu na 2017.
godinu (P=0,04). Statisti¢ki znacajna razlika s P<0,0001, bila je kod DDK-a s titrom anti-HBs
> 200 IU/L, s udjelima od 47,5 %, 43,2 % i 40,4 %, u sve tri ispitne godine.
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Tablica 3.11. Razdioba titra anti-HBs-a u anti-HBc pozitivhih DDK-a

Godina ispitivanja

Anti-HBs 2004. 2013. 2017.
IU/L % DDK % DDK % DDK
<8(neg) 19,4 12,4 17,9
8-50 16,4 17,8 19,4
51-100 10,1 14,6 10,4
101-200 6,6 11,9 11,9
201-500 14,9 14,6 10,4
500-1000 11,4 8,1 9,1
>1000 21,2 20,5 20,9
25
194 212
20 - 20.5
k 149 21,0
15 A 146
N 124 -
10 04 "96
8.1
5
0
<§(neg) 8-50 51-100 101-200 201-500 500-1000 >1000
== nti-HBs 2004 anti-HBs 2013 e=bmmgnti-HBs 2017

Slika 3.26. Razdioba titra anti-HBs-a (1U/L) u anti-HBc pozitivinih DDK-a

Apscisa predstavlja titar anti-HBs-a (IU/L), a ordinata udio (postotak - %) anti-HBc i anti-HBs pozitivnih DDK-

a. Plava crta predstavlja izracunate udjele za 2004., narancasta za 2013. i crna za 2017. godinu.
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3.6.3. Anti-HBe

Bez statisti¢ki znacajne razlike (¥? =0,37; P=0,540) distribuiran je anti-HBe prema titru
anti-HBs 2004. i 2013. godine u anti-HBc pozitivnih DDK-a, a kako je prikazano na slici 3.27.

s Anti-HBs 2004 (%) = Anti-HBs 2013 (%) wssm  —O—Anti-HBe % 2004 Anti-HBe % 2013
35 324
30 26,5
25
21,2

19'4 2('-‘5

20
x
15 124
10
5
0 : 1.6
<8/neg <100 101-200 201-500 501-1000 >1000

Anti-HBs Titar IU/L

Slika 3.27. Razdioba prisutnosti anti-HBe-a prema titru anti-HBs-a u anti-HBc pozitivinh
DDK-a u 2004. i 2013. godini

Apscisa predstavlja titar anti-HBs-a (IU/L), a ordinata udio (postotak - %) anti-HBc, anti-HBs i anti-HBe
pozitivnih DDK-a. Plave kolone predstavljaju udio anti-HBs pozitivnin DDK-a iz 2004., a narancaste kolone iz
2013. godine. Siva crta predstavlja udio anti-HBe poztivnih DDK-a iz 2004., a Zuta iz 2013. godine.

3.6.4. Anti-HBc IgM

Svi anti-HBc pozitivni DDK-i bili su anti-HBc IgM negativni.
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3.7. REZULTATI MOLEKULARNIH ISPITIVANJA

Na HBV DNA ispitano je 2004. godine samo 47 uzoraka krvi DDK-a jer je to ispitivanje
imalo fokus na procjenu ucestalosti anti-HBc-only pozitivnih davatelja i njihovu infektivnost, i
svi ispitani DDK-a bili su negativni. Uzorci DDK-a testiranih na anti-HBc 2013. (7318) i 2017.
(5090) godine rutinski su ispitani visoko osjetljivim ID-NAT testovima na HBV DNA i imali

su negativan nalaz.

3.8. REZULTATI ODREDIVANJA AVIDNOSTI ANTI-HBc 1gG-a

Avidnost IgG klase anti-HBc-a odredena je u 99 uzoraka anti-HBc pozitivnih DDK-a iz
2013. godine. Srednja vrijednost indeksa avidnosti je 0,92 (95 %CI 0,89 — 0,94) , median 0,91.

Iznimak je bio jedan uzorak koji je imao indeks avidnosti 0,57.

3.9. ANALIZA RAZINE RAKTIVNOSTI (S/CO) U ARCHITECT ANTI-

HBc Il TESTU

Analizirana je razina anti-HBc reaktivnosti (S/CO) u anti-HBc Architect testu (Architect
Anti-HBc 1) u 2013. godini, kako bi se utvrdila korelacija reaktivnosti anti-HBc-a u anti-HBc
pozitivnih DDK-a s ucestalo$¢u anti-HBc-only, anti-HBs pozitivnih, razinom titra anti-HBs-a i
anti-HBe reaktivnosti, slika 3.28.

Analiza je pokazala da 43,3 % anti-HBc pozitivnih DDK-a imalo visoku razinu
reaktivnosti u navedenom testu (S/CO 8-10). U toj je skupini bilo najvise anti-HBc-only
pozitivnih DDK-a, 44 %. Dokazana je povezanost razine S/CO reaktivnosti anti-HBc-a i
ucestalosti anti-HBc-only (rho=1; P<0,001), za razliku od slabe povezanosti razine S/CO
reaktivnosti anti-HBc-a i ucestalosti anti-HBs-a, (rho= 0,21; P=0,741). Postoji povezanost

izmedu razine S/CO reaktivnosti anti-HBc-a i titra anti-HBs-a, P<0,001, dok povezanost
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izmedu razine S/CO reaktivnosti anti-HBc-a s ucestalosti anti-HBe nije dokazana (rho=0,6;

P=0285).

6-8

4-6

S/CO

2-4

1-2

50 100 150 200 250

]

H% Anti-HBcpoz ®% Anti-HBspoz =% Titar< 100 IUL = % Anti-HBc - only

Slika 3.28. Odnos razine S/CO reaktivnosti anti-HBc testa 2013. godine i ucestalosti (%) anti-
HBc-only, anti-HBs i titra anti-HBs-a i anti-HBe pozitivnih DDK-a

Apscisa predstavlja postotak (%) anti-HBc pozitivnih DDK-a (plave kolone), anti-HBs poztivnin DDK-a
(narancaste kolone), DDK-a s titrom anti-HBs-a nizim od 100 IU/L (sive kolone) te anti-HBc-only pozitivne DDK-
a iz 2013. godine, a ordinata dobivenu vrijednost S/CO.
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3.10. PREVALENCIJA OBI-ja U POPULACIJI DDK-a

Obveznim testiranjem prikupljenih doza krvi od DDK-a, u Republici Hrvatskoj u 2013.

12017. godini, HBsAg i ID-NAT tripleks testovima, prevalencija OBI-ja u Republici Hrvatskoj

i HZTM-u te prevalencija anti-HBc pozitivnhih DDK-a u HZTM-u prikazana je u tablici 3.12.

Tablica 3.12. Prevalencija OBI-ja i anti-HBc-a u populaciji DDK-a

Godina nDDK-a Prevalencija n pozitivnih- Prevalencija Prevalencija anti-
s OBI- DDK-as anti-HBc DDK-a s OBI- HBc pozitivnih
jem(RH) OBIl-jemu DDKsOBI-| jemuHZTM-u DDK-aHZTM-a
RH jem
2013. 21 1:7031 21 1:11.21 1:19Y396/7561)
2014, 17 1:10.788 1:9824
2015. 9 1:21.726 9 1:26.511
2016. 2 1:98.494 2 1:52.960
2017. 7 1:28.495 7 67/5090)
2018. 1 1:195.815 1 0
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3.11. OSTATNI RIZIK

Za ostatni rizik, RR, koristeni su slijedeci podaci prikazani u tablici 3.13.

Tablica 3.13. Parametri za izracun RR-a

Parametri za izra¢un RR-a za HBV za donacije HZTM-a

Kalendarska godina 2004. 2013. 2017.
Ukupno VD 31753 42827 43713
Ukupno ND 7528 6176 6747
Ukupno doza krvi/godini 71.897 100.920 105.323
n HBV potvrdeno pozitivnih VD 4 12 4
WP izrazen u godinama 0,15 0,096 0,041
Incidencija HBV /100.000 VD 126 280 92
Korigirana incidencija /100.000 VD 365 813 265
RR vp/10° 55 78 11
Prevalencija HBV /100.000 ND 1096 2438 796
RR np/108 164 234 33
Udio doza VD % 0,89 0,94 0,94
Udio doza ND % 0,11 0,06 0,05

ND= novi DDK; VD= visestruki DDK; WP=window period; RR=ostatni rizik

Ostatni rizik od prijenosa HBV infekcije dozama krvi DDK-a HZTM-a, bez i s
korekcijom za OBI, WP i eventualne greske u testiranju, prikazan u novih DDK-a i visestrukih
DDK-a te ukupni RR prikazan je u tablici 3.14. i na slici 3.29.
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Tablica 3.14. Ostatni rizik od prijenosa HBV infekcije dozama krvi DDK-a HZTM-a bez i s

korekcijom za OBI, WP i eventualne greske

RR 2004. 2013. 2014. 2015. 2016. 2017. 2018.
RR/10%donacijaVD 19 27 11 4 2 4 1
Korigirani RR/10® 55 78 32 11 6 11 3
donacija VD

RR/10%donacijaND 57 81 34 11 6 11 3
Korigirani RR/10® 164 234 97 33 17 33 8
donacija ND

Ukupni RR/108 67 88 36 12 6 12 3

ND= novi DDK; VD= viSestruki DDK; RR=0statni rizik
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Ostatni rizik od HBV infekcije na milijun doza svih DDK-a HZTM-a
prikupljenih 2004. i 2013.-2018. godine
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Slika 3.29. Ostatni rizik od HBV infekcije u HZTM-u

Apscisa predstavlja godine testiranja DDK-a, a apscisa ostatni rizik (RR) od prijenosa HBV-a od DDK-a HZTM-
a. Plave kolone predstavljau RR za nove DDK-a (ND), a narancaste za visestruke DDK-a (VD). Crvena crta je
ukupni RR.
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Rasprava

Hepatitis B prenosi se krvlju davatelja koji su u obveznim testovima na HBV pokazali
lazno negativan rezultat. Utvrdeno je da se prije 1970. godine stopa prijenosa HBV-a
transfuzijama bila oko 6 % u visestruko-transfundiranih pacijenta. Zadnjih nekoliko desetljeca
sigurnost je transfuzijskog lije¢enja u odnosu na HBV iznimno povecana kontinuiranim
razvojem osjetljivih i specifi¢nih seroloskih testova za detekciju HBsAg-a i anti-HBc-a. Svi
HBYV testovi danas u primjeni imaju WP koji varira od 15-50 dana, $to znac¢i da nema apsolutno
osjetljivog testa kojim bi se detektirala HBV infekcija kako in statu nascendi tako i dalje u
prirodnom tijeku infekcije. Globalno uvodenje NAT testiranja u razdoblju od 2004. do 2008.
godine dodatno je smanjilo ostatni rizik od prijenosa HBV-a transfuzijama krvnih pripravaka
smanjujuci pre-serokonverzisjki WP i detekcijom OBI infekcija (Roth i sur., 2012). Unato¢
tomu, ostatni rizik od prijenosa HBV-a je i dalje najvisi od ostalih virusnih infekcija, a odnosi
se na donacije krvi koje su HBsAg negativne s kontinuirano niskom koncentracijom virusne
testova moguce je povecati ukupnu ucinkovitost testova u otkrivanju DDK-a zarazenih HBV-

om.

Oko 23 % zemalja ¢lanica WHO usvojile su univerzalno testiranje krvi za transfuzijsko
lijeCenje molekularnim HBV DNA (NAT) testom u kombinaciji s HBsAg-om i anti-HBc-om.
U nekim zemljama, najviSe u Europi, primjenjuju se i drugi modaliteti testiranja pa se na anti-
HBc testiraju samo novi ili uz njih i viSestruki davatelji krvi s duzim interdonacijskim

razdobljima (EDQM, 2015).

Za smanjenje rizika od prijenosa HBV-a transfuzijama krvnih pripravaka, krv
dobrovoljnih davatelja trebala bi se ispitivati na prisutnost anti-HBc-a u zemljama s
prevalencijom anti-HBc-a nizom od 2—4%. U zemljama s viSom prevalencijom ¢ini se nuznim
detektirati HBV DNA u uzorcima krvi dobrovoljnih davatelja. Osim ispitivanja krvi
dobrovoljnih davatelja na prisutnost anti-HBc-a i HBV DNA, za smanjenje rizika od prijenosa
HBV-a krvnim pripravcima primjenuje se i inaktivacija patogena kemijskim agensima i UV
zracenjem koji sprjecavaju replikaciju DNA ili RNA. Za prevenciju ostaje 1 mogucénost

cijepljenja potencijalnih primatelja.
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4.1. SMANJENE RIZIKA OD PRIJENOSA HBV-a TRANSFUZIJAMA

KRVI

4.1.1. Selekcija davatelja krvi

Davatelji krvi, dobrovoljni i neplaéeni, te pre-donacijska selekcija, koja se uglavnom
sastoji od popunjavanja upitnika o cijelom nizu moguceg izlaganju krvlju prenosivih infekcija,
1 povjerljiv lije¢nicki pregled, doprinose znacajno nizoj prevalenciji krvlju prenosivih infekcija
u davatelja krvi. Sve te informacije iznimno ovise o edukaciji DDK-a i to¢nim i iskrenim
odgovorima istih. Post-donacijske informacije pokazuju da 22-28 % inficiranih DDK-a ipak
prizna rizi¢ne ekspozicije $to rezultira trajnim odbijanje za davanja krvi. Isti autori pokazali su
da 10 % DDK-a inficiranih HBV-om koji nisu priznali rizi¢ne odnose spadaju u skupinu MSM-
a, dok je glavni infektivni rizik u svih HBV pozitivnih DDK-a bio ili HBV iz zemlje porijekla

ili povezanost sa zemljom endemskom za HBV (Polizzotto i sur., 2008; Slot i sur., 2016).

4.1.2. HBsAg test i HBV prevalencija

HBsA(g testovi koji se danas koriste u testiranju krvi DDK-a automatizirani su i visoko
osjetljivi (EIA: limit detekcije 0,013 — 1 IU/mL; CMIA: limit detekcije: 5 mIU/mL; ICT-CLIA:
limit detekcije: 0,5 mIU/mL). Prema Taormina Consensus Conference (Raimondo i sur., 2008),
OBI se definira kao prisutnost virusne DNA bez prisustva povrsinskoga antigena (HBsAQ) u
krvi izvan WP-a infekcije. Medutim, 2019. godine doradena je definicija OBI-ja, upravo zbog
pojave iznimno visoko osjetljivih HBsAg testova: OBI je prisustvo replikacijski kompetentne
HBV DNA u jetri i/ili HBV DNA u krvi, a HBSA(g je negativan s trenutno dostupnim HBsAg
testovima, s/ili bez anti-HBc-a ili anti-HBs-a (Raimondo i sur., 2019).

HBV prevalencija, izrazena na 100.000 doza krvi dobrovoljnih davatelja prikupljenih u
Republici Hrvatskoj od 1998. do 2018. godine prikazana na slici 1.5. ovog istrazivanja (od
1998. do 2012. godine izracunata na potvrdeno pozitivnim HBsAg rezultatima, a od 2013. do
2018. godine na potvrdeno pozitivnim HBsAg i/ili HBV-ID-NAT rezultatima), ima negativan
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trend. 1998. godine prevalencija je bila 90,7, a 2018. godine 3,6. Prevalencija HBV-a je i u
opc¢oj populaciji ima trend pada pa je Republika Hrvatska zemlja niske HBV endemic¢nosti.

Kako bi se isklju¢ile moguce 's' mutacije, svi anti-HBc pozitivni DDK-i u ovom
istrazivanju ispitani su i s alternativnim HBSAg testom. Svi rezultati ispitivanja uzoraka

donacija krvi DDK-a, a ispitano je 19.969 uzoraka, bili su negativni na HBsAQ.

4.1.3. Anti-HBc test

4.1.3.1. Anti-HBc prevalencija

Sumnja na prijenos HBV-a krvlju anti-HBc pozitivnih davatelja krvi, postavljena je
kasnih 1970.-tih, ali je potisnuta i nakratko zanemarena pred izazovima novo otkrivenih krvlju
prenosivih virusa (HIV i HCV) (Katchaki i sur., 1980).

U nedostatku HIV specifi¢nog testa, anti-HBc je u SAD-u koristen kao biljeg rizi¢nog
spolnog ponasanja, s visokom uc¢inkovito$¢u kod etabliranih HIV infekcija, a slabijom kod HIV
infekcije u WP-u (Simon i Bankhurst, 1984; Korelitz i sur., 1996; Bush i sur., 1997). Obveznim
testom, kao surogatni test za tzv. non-A, non-B hepatitis (NANBH), kasnije virusni hepatitis C
(HCV), uveden je u SAD-u i drugim visokorazvijenim zemljama. Njegovom primjenom doslo
je do redukcije ne samo postransfuzijskog hepatitisa C, nego i postransfuzijskog hepatitisa B,
zbog Cega se u SAD-u nakon uvodenja anti-HCV, nastavilo s njegovim koriStenjem u
ispitivanju krvi za transfuzijsko lije€enje. Procjenjuje se da je uvodenjem na ovaj na¢in u SAD-
u reduciran postransfuzijski hepatitis B za 33-50 % (Blajchman i sur., 1995; Chambers i
Popovsky, 1991; Allain i sur., 1999).

Prevalencija anti-HBc-a u dobrovoljnih davatelja je u: SAD-u 0,23 %, Ujedinjenom
Kraljevstvu 0,56 %, Danskoj 0,70 %, Japanu 1,1 %, Njemackoj 1,88 %, Italiji 4,85 %, Indiji
10,82 %, Juznoj Koreji 13,5 %, Egiptu 14,2 %, Grckoj 14,9 % , u Pakistanu 17,28 % (Seo i
sur., 2015), u Nizozemskoj je to 0,76 % (Van der Larr i sur., 2015), a u Turskoj 10 % (Yilmaz
i sur., 2016). Ocekivano visoka prevalencija anti-HBc pozitivnih DDK-a je u Kini, 47,4 %, i
varira od 32,6 % u DDK-a mladih od 30 godina do 69,8 % u mladih od 50 godina (Ye i sur.,
2017).
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Obzirom da anti-HBc testovi pokazuju razli¢ite specifi¢nosti, unato¢ poboljsanjima, i
nedostatak potvrdnog testiranja, neophodno je rezultate testirati u alternativnom anti-HBc testu
kako bi se razlucili stvarno pozitivni od lazno pozitivnih rezultata. U istrazivanju opisanom u
ovom radu, kori$tena su dva alternativna anti-HBC testa, te se pozitivnim rezultatom smatrao
onaj koji je pozitivan u dva od tri anti-HBc testa. Rezultati istrazivanja pokazuju da je u
razdoblju od 14 godina doslo do znacajnog pada prevalencije anti-HBc-a s 5,24% na 1,32% u
populaciji DDK-a HZTM-a, $to je uglavnom posljedica pada prevalencije u viSestrukih
davatelja krvi s 5,90 % na 1,38 %. Pad anti-HBc prevalencije 2013. u odnosu na 2004. godinu
bio je neovisan o spolu (indeks pada zenski viSestruki DDK/ indeks pada muski visestruki
DDK=2,06/2,08), dok je 2017. u odnosu na 2013. godinu pad prevalencije u muskih visestrukih
DDK-a bio ve¢i (indeks pada musSki viSestruki DDK/indeks pada Zenskih visestrukih
DDK=1,99/1,49). Najveci pad prevalencije a-HBc-a zabiljezen je kod muskih visestrukih
DDK-a u dobi 25-40 godina (10 — 18 puta), a kod Zena u dobi 40-49 godina. Usporedujuci
prevalencije anti-HBc-a u drugim zemljama, Republika Hrvatska spada u zemlje niske

prevalencije anti-HBc-a u populaciji DDK-a, a prema rezultatima iz 2017. godine.

Pad prevalencije anti-HBc-a u novih davatelja krvi s 1,37 % u 2004. na 0,88 % u 2013.
godini nije bio znacajan, kao i 2017. u odnosu na 2013. godinu s 0,88 % na 0,32 %. 2004.
godine medu DDK-ima osim sporadi¢no, nije bilo cijepljenih protiv HBV-a, dok je 2013.
godine udio cijepljenih, a to su davatelji u dobi do 24 godine, medu testiranima bio 10,4 %, a
2017. bilo je 27,3 % (dob do 29 godina). U dobnoj skupini do 24 godine, prevalencija anti-
HBc-a 2013. je bila 0,32 % (novi 0 %, a visestruki 0,37%), a 2017. godine 0 % (novi 0% i
visestruki 0%). Budu¢i razlika u prevalenciji anti-HBc-a 2004./2013. i 2013./2017. godine
medu novim davateljima nije statisti¢ki znacajna treba zakljuciti da je izloZenost HBV-u u toj
dobi kontinuirano niska. Novih davatelja u Republici Hrvatskoj razmjerno je malo i sve manje,
oko 6 % i regrutiraju se iz mladih dobnih skupina (Stoji¢ Vidovi¢ i sur., 2014). Tako je 2017.
godine medu anti-HBc ispitanih novih davatelja njih 81 % bilo mlade od 29 godina, $to bi

znacilo da su bili obuhvaceni obveznim cijepljenjem protiv hepatitisa B.

Mogu¢i ¢imbenici odgovorni za pad prevalencije anti-HBc-a su, osim dobnog pomaka
populacije viSestrukih davatelja, pad prevalencije u op¢oj populaciji temeljen na funkcioniranju
preventivnih mjera poput obveznog testiranja trudnica, univerzalnog cijepljenja, razina
sigurnosti u zdravstvenim i paramedicinskim ustanovama, osjetljivog postupka selekcije

davatelja i uniformnosti postupaka testiranja davatelja krvi, organa, tkiva i stanica,
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centraliziranog postupka potvrde reaktivnosti HBV biljega, jedinstvene baze davatelja krvi i
informati¢kog sustava. Vazan specifiéni ¢imbenik za pad prevalencije anti-HBc-a je
implementacija ID-NAT testiranja 2013. godine. Stoga, kada bi korigirali prevalenciju anti-
HBc pozitivinh DDK-a iz 2017. godine za broj DDK-a HZTM-a s OBI-jem (ukupan broj= 27,
od 2013. do 2017. godine), anti-HBc prevalencija bila bi 1,85 %. Potrebno je napomenuti da
cijepljenje protiv. HBV-a moze dovesti do pojave escape mutanata, a kako razina
neutralizirajuéih anti-HBs vremenom pada, ljudi mogu biti osjetljivi na HBV infekciju i to onim

genotipom HBV-a koji nije koriSten u cjepivu — A2 (Stramer i sur., 2011).

lako je prevalencija anti-HBc-a u populaciji davatelja krvi primarni prediktor uvodenju
ovog testa u postupak obveznog testiranja, cut-off prevalencija za njegovo uvodenje nije
utvrden. Novije se prevalencija anti-HBc-a od 2 % (ISBT TTID Working Party) spominje
mogué¢om granicom iznad koje se mora znacajno povecavati broj davatelja krvi. Visoka
prevalencija anti-HBc-a ne znaci uvijek i1 visoku ucestalost OBI-ja, naime, udio HBV DNA
pozitivnih medu anti-HBc pozitivnim DDK varira od 0-100 % (Makroo i sur., 2012).

4.1.3.2. Anti-HBc test kao suplementni test u algoritmu potvrde NRR ID-NAT

rezultata

Obzirom da se anti-HBc test koristi u Republici Hrvatskoj i kao suplementni test u
algoritmu potvrde inicijalno reaktivnih pa opetovano nereaktivnin (NRR) DDK-a u ID-NAT
testu, kada HBV DNA nije moguce potvrditi diskriminacijskum ID-NAT testom i/ili
kvantitativnim HBV DNA testom visoke osjetljivosti, rezultati ID-NAT testiranja uzoraka
DDK-a od 2013. do 2018. godine pokazali su 637 takva uzorka krvi, od kojih je 150 bilo anti-
HBc pozitivno (upucuju na prokuzenost HBV-om), a 487 anti-HBc negativno $to upucuje na
lazno pozitivnu reaktivnost u ID-NAT testu ili eventualnu slabu osjetljivost primjenjenog anti-
HBc testa.
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4.1.4. Molekularni (NAT — HBV/HCV/HIV) testovi probira

Uvodenje NAT-a u ispitivanju davatelja krvi dovelo je do spoznaje ucinkovitosti anti-
HBc-a u otkrivanju OBI infekcije, ali kvalitativni anti-HBc test ne diskriminira zarazene od
nezarazenih davatelja zbog Cega je njegova uporaba u populacijama visoke prevalencije
uvjetovana paralelnim testiranjem molekularnim testom, ispitivanjem titra ili drugih HBV
biljega (Allain, 2004; Stramer i sur., 2012; Lelie i sur., 2017; O'Brien i sur., 2007).

Ucestalost WP HBV i OBI infekcija nakon uvodenja NAT-a (rezultati NAT testiranja
pozitivni, a seroloski negativni) prikazao je Lelie sa suradnicima: a) za WP HBV infekcije -
kod novih DDK-a: Juzna Afrika 1:7700; Jugo-isto¢na Azija 1:23.000; Mediteran 1:29.000; kod
viSestrukih DDK-a: Juzna Afrika 1:30.000, Jugo-isto¢na Azija 1:40.000, Mediteran 1:90.000,
Srednja i Sjeverna Europa 1:465.000, b) za OBI infekcije — kod novih DDK-a: Juzna Afrika
1:3900, Jugo-isto¢na Azija 1:7700, Egipat 1:10.000, Mediteran 1:12.000, Oceanija 1:31.000,
Srednja i Sjeverna Europa 1:59.000. Opéenito je frekvencija otkrica WP HBV-a : OBI-ja = 28
% : 72 % (Lelie i sur., 2017).

Ucestalost WP HBV i OBI infekcija nakon uvodenja ID-NAT testiranja u Republici
Hrvatskoj u periodu od 2013. do 2018. godine je za: a) WP infekciju 1:1.117.253, b) OBI
infekcije: 1:19.262. U Francuskoj je doprinos NAT testiranja u odnosu na OBI 72 % (43/60)
(Candotti i sur., 2017), a u Republici Hrvatskoj u periodu od 2013. do 2018. godine 98 % (Babi¢

i sur., usmena komunikacija).

4.2. OBl U DOBROVOLJNIH DAVATELJA KRVI

Razlike u ucestalosti OBI-ja pripisuju se genomskim i epigenomskim karakteristikama
virusne DNA, i DNA hepatocita domacina, dok za genotip ovisnu ucestalost jos nema dovoljno
dokaza, ali dokaze li se, i to bi mogao biti vazan faktor u ocjeni uporabnosti anti-HBc testa u
nekom geografskom okruzenju (Zhu i sur., 2016). Prevalencija OBI-ja je neovisna 0 HBV
genotipu, a varira u odnosu na geografska podrucja i opcu HBV epidemiologiju. Regionalna
prevalencija varira od 1:3400 i 1:59.000 u novih DDK-a, do 1:6000 i 1:64.500 u visestrukih
DDK-a (Lelie i sur., 2017).

115



Rasprava

Prevalencija OBI-ja u populaciji davatelja krvi u europskim zemljama varira od 0,0002
% do 0,084 % (Raimondo i sur., 2007; Dettori i sur., 2009; Velati i sur., 2008; Brojer i sur.,
2006; Katsoulidou i sur., 2009; Svicher i sur., 2012), a prema Allainu i suradnicima iznosi
1:1000 do 1:50.000 donacija krvi (Allain i sur., 2013). U Kini, koja je visoko endemi¢na HBV
regija, 0,18 % (Huang i sur., 2012).

Rezultati istrazivanja prikazani u ovom radu, pokazuju da je prevalencija anti-HBc-a u
populaciji DDK-aHZTM-aod 1:19u2013.11:76 u2017. godini, zna¢ajno visa od prevalencije
DDK-a s OBI-jem. lako provedena ispitivanja nisu medu anti-HBc pozitivnim DDK-a dokazala
prisutnu OBI infekciju (niti HBV DNA niti OBl DDK nisu detektirani medu 47 anti-HBc-only
pozitivnih DDK-a iz 2004. godine, testiranih Cobas TagMan HBV test Version 2.0. Roche
testom, kao niti medu 12.408 DDK-a ispitanih visoko osjetljivim ID-NAT testovima),
prevalencija OBI-ja medu davateljima krvi u Republici Hrvatskoj u prvoj godini testiranja 1D-
NAT testom bila je 1:7031 (Babi¢ i sur., 2014), a nakon trogodi$njeg razdoblja 1:10.900
donacija (Safic Stanic i sur., 2017). U 2017. godini ucestalost je jo§ manja, 1:28.495. Analizom
arhivskih uzoraka za 23 OBI davatelja utvrdena je konzistentnost anti-HBc pozitivnog nalaza
(100%), za razliku od ID-NAT (63 %), i reproducibilnost ID-NAT od 50 %, $to je ocekivano
za uzorke niskog sadrzaja HBV DNA (Mihaljevi¢ i sur., 2014). 56 od 57 DDK-a s OBI-jem (od
2013. do 2018 godine) bilo je anti-HBc pozitivno. Ovi podaci podupiru vaznost anti-HBc testa

u otkrivanju davatelja krvi s OBI-jem.

Doprinos anti-HBc testa u redukciji rizika od prijenosa HBV-a krvlju procjenjuje se
najbolje kroz analizu rezultata provedenih look-back studija za DDK-a s OBI-jem. Stope
prijenosa variraju, a ovise najvise o dostupnosti primatelja za pracenje infekcije u
odgovaraju¢em vremenskom okviru. Look-back postupci provedeni za DDK-a s OBI-jem u
Nizozemskoj, Japanu i Australiji pokazali su nisku stopu prijenosa od 5 %, 3,5% 10,2 - 3,2 %
(Lieshout-Krikke i sur., 2014; Satake i sur., 2007; Seed i sur., 2015). Znacajno visu stopu
prijenosa (28 %) ovisnu o koli€ini virusa (plazme) u krvnom pripravku i prisutnosti anti-HBs-
a kako kod davatelja tako i primatelja krvnih pripravaka, objavili su autori multicentri¢ne

europske look-back studije u kojoj su koristeni i podaci za Hrvatsku (Allain i sur., 2013).

Analiza 23 OBl DDK-a, otkrivenih po uvodenju ID-NAT testiranja u Republici
Hrvatskoj (Mihaljevi¢ i sur., 2014) pokazala je da je anti-HBc stabilniji biljeg OBI infekcije
nego HBV DNA. Naime, ispitivanjem arhivskih uzoraka doza krvi ovih davatelja utvrdena je

prisutnost anti-HBc-a u svim uzorcima, dok je HBV DNA bila dokaziva u svega 39 %. Koli¢ina
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HBV DNA bila je izrazito niska, niza od 20 IU/mL. Zanimljivo je da su seroloski profili HBV
biljega bili u svim uzorcima ovih DDK-a isti, bez dinamike. 30 primatelja krvnih pripravaka
ispitanih  kroz look-back postupke pokazalo je da je infekcija bila prenesena na 1
imunosuprimiranog primatelja svjeze smrznute plazme, a koju je isti brzo razrijeSio (anti-HBS,
anti-HBc i anti-HBe pozitivan). U 5 primatelja (3 svjeze smrznute plazme i 2 koncentrata
eritrocita) dokazana su anti-HBc $to bi se moglo povezati s prijenosom HBV-a od DDK-a s

OBI-jem, kada se ne bi radilo o politransfundiranim pacijentima.

4.3. SEROLOSKI PROFILI ANTI-HBc POZITIVNIH DDK-a

Rezultati istrazivanja prikazanim u ovom radu, pokazuju da se seroloski HBV profili
anti-HBc pozitivnih DDK-a nisu znac¢ajno promijenili u ispitivanom razdoblju. Tako je udio
anti-HBc-only pozitivnih DDK-a medu anti-HBc pozitivnima 2004. godine bio 11,8 % i 2013.
godine 9,6 %. Sli¢na je prevalencija dobivena ispitivanjima u Engleskoj, 11,8 % (Allain, 2017)
i u ltaliji u novih davatelja krvi 10,4 % (Romano i sur., 2013). Razlika je medutim zabiljeZena
u ucestalosti anti-HBc-only pozitivnih DDK-a do 29 godina starosti, i to pad prevalencije (21
% 2004./0 % 2013. (x2 =45,73; P<0,05), uglavnom kao posljedica pada prevalencije HBV-a u

hrvatskoj populaciji.

Udio anti-HBs pozitivnih medu anti-HBc pozitivnim DDK-ima takoder je bio podudaran
80,56 % u 2004., 87,57 % u 2013.1 82,1 % u 2017. godini. Titar anti-HBs-a visi od 100 IU/L
imalo je 54,1 %, 55,1 % i 52,3 % DDK-a u tri ispitne godine, $to je statisticki znacajna razlika
2013. u odnosu na 2017. godinu (P=0,002) 1 ukupno gledajuci, 2004. u odnosu na 2017. godinu
(P=0,04). Statisticki znac¢ajna razlika s P<0,0001, bila je kod DDK-a s titrom anti-HBs vi$im
od 200 IU/L, s udjelima od 47,5 %, 43,2 % i 40,4 %, u sve tri ispitne godine. Kako bi se smanjio
gubitak DDK-a zbog anti-HBc pozitivnog rezultata, uvelo se upravo dodatno anti-HBs
testiranje anti-HBc pozitivnin DDK-a. Njemacka i Nizozemska Kkoriste takve krvne donacije
ukoliko je titar anti-HBs-a visi od 100 IU/L odnosno 200 IU/L (Hourfar i sur., 2009; Van de
Laar i sur., 2015). Japan, kao zemlja s nesto povecanom prevalencijom HBV-a, za frakcionaciju
plazme prihvaca anti-HBc pozitivne DDK-a, ali s titrom anti-HBs-a visim ili jednakim od 200
IU/L (Taira i sur., 2013). U njemackoj studiji 51,3 % anti-HBc pozitivnih DDK imalo je titar
anti-HBs-a visi ili jednak od 100 1U/L (Juhl i sur., 2016).
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Anti-HBe pozitivnih 2004. godine medu anti-HBc pozitivnim DDK-ima bilo je 37,12%,
a 2013. godine 33,16% $to upucuje na odredenu stabilnost ili standardni seroloski profil biljega
HBsAg negativnih, a anti-HBc pozitivnih DDK-a. Anti-HBc IgM pozitivan rezultat osim u

jednom sluc¢aju 2004. godine (siva zona) nije zabiljezen, kao niti HBe antigenemija.

Obzirom da su vecina akutnih i kroni¢nih HBV infekcija asimptomatske, a desetlje¢ima
se koriste kvalitativni seroloski testovi, novije HBsAg kvantitativni test, a dana$nji anti-HBc
infekcije (Marinos i sir., 1994), i avidnost anti-HBc 1gG-a moze se koristiti kao jeftin nacin
razlu¢ivanja akutne od kroni¢ne HBV infekcije. Poveéana avidnost protutijela uocena je kod
pacijenata s akutnom infekcijom (AI= 0,65 + 0,19), dok je niska avidnost bila kod pacijenata s
kroni¢nom infekcijom (AI= 0,91 + 0,14) (Rodella i sur., 2006). Rezultati odredivanih avidnosti
anti-HBc 1gG-a u ispitanih DDK-a iz 2013. godine, podupire procjene da je veéina anti-HBC
pozitivnih davatelja steklo, i u najve¢em broju slucajeva razrijesilo, HBV infekciju davno.
Naime, prosjec¢na avidnost (Al) anti-HBc 1gG-a u 99 ispitanih uzoraka anti-HBc pozitivnih
DDK-a bila je 0,92 (95 %CI 0,89 - 0,94) pa uz arbitrarni CO od 0,70 dokazuje da je prisutnost

anti-HBc-a posljedica kronicne, a ne akutne infekcije.

Titar anti-HBc-a nije odredivan, ve¢ je analizirana reaktivnost u primjenjenom Architect
Anti-HBc I testu. 43 % anti-HBc pozitivnih DDK-a imalo je visoku reaktivnost $to odgovara
omjeru ocitane vrijednosti za uzorak (S) 1 CO, S/CO 8 - 10. U toj grupi je bilo 1 najviSe anti-
HBc-only DDK-a (44 %). Medutim, povezanost je slaba izmedu razine S/CO reaktivnosti anti-
HBc-a i uCestalosti anti-HBs-a. Dokazana je povezanost razine S/CO reaktivnosti anti-HBc-a i
ucestalosti anti-HBc-only, za razliku od slabe povezanosti razine S/CO reaktivnosti anti-HBc-
a 1 uCestalosti anti-HBs-a. Postoji povezanost izmedu razine S/CO reaktivnosti anti-HBc-a i
titra anti-HBs-a, dok povezanost izmedu razine S/CO reaktivnosti anti-HBc-a s u¢estalosti anti-

HBe nije dokazana.

4.4. OSTATNI RIZIK OD PRIJENOSA HBV-a TRANSFUZIJAMA KRVI

Prijenos HBV-a na primatelje krvi od DDK-a s OBI-jem ispitao je Satake sa suradnicima

(Satake 1 sur., 2007). Rezultati ovog istrazivanja pokazuju da se takav prijenos dogada u oko 3
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% slucajeva. Oni su takoder pokazali da se u 50 % prijenosa HBV-a na primatelje krvnih
pripravaka dogada u slu¢ajevima prisutne virusne infekcije u WP-u. Infektivnost krvi u WP-u
infekcije 10 puta je viSa nego u OBI-ju s niskim titrom anti-HBc-a. Allain i suradnici utvrdili
su da postotak prijenosa HBV-a od dobrovoljnih davatelja s OBI-jem iznosi 28 %. U toj studiji
svi dobrovoljni davatelji imali su anti-HBc i detektabilnu koli¢cinu HBV DNA, a 38 % njih
imalo je i anti-HBs u titru od 20 do 160 IU/L. Postotak prijenosa HBV-a s anti-HBs negativnim
krvnim pripravcima od dobrovoljnih davatelja s OBI-jem ovisi i 0 vrsti krvnih pripravaka,
najnizi je kod transfuzije eritrocita, visi kod transfuzije trombocita, a najvisi kod transfuzije
svjeze plazme. Prisutnost anti-HBs-a kod dobrovoljnih davatelja s OBI-jem smanjuje rizik od
prijenosa infekcije za oko 5 puta. 66,7 % imunokompetentnih primatelja bilo je anti-HBc
pozitivno, a svega 33 % imunokompromitiranih nakon transfuzije. Prema tome, prijenos HBV-
a od dobrovoljnih davatelja s OBIl-jem vec¢inom je asimptomatska i samorjeSiva infekcija s
postupnim razvojem anti-HBc-a i anti-HBs-a. Medutim, u imunokompromitiranih primatelja
moze biti fatalna (Allain i sur., 2013). Ostatni rizik od prijenosa HBV-a od DDK s OBI-jem u
Australiji je 3,98 na milijun donacija krvi (Seed i sur., 2017).

Rezultati ovog istrazivanja pokazuju da je najveci izraCunati ostatni rizik za prijenos
HBYV infekcije zaostalim zarazenim donacijama krvi DDK-a u Republici Hrvatskoj, unato¢
svim negativnim reultatima obveznog testiranja (HBsAg negativan, i NAT negativan rezultat -
unato¢ visokoj osjetljivosti ne detektira virusnu DNA), prema matematiCkom modelu iz
preporuka Europske medicinske agencije iz 2016. godine, bio 2013. godine i to 88 doza na
milijun doza, kada je uveden ID-NAT test u testiranju krvi DDK-a. 2017. godine ostatni rizik

iznosio je 12, a 2018. godine 3 doze na milijun doza krvi DDK-a. Ostatni rizik ima silazni trend.
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4.5. SIMULACIJA UVODENJA ANTI-HBc TESTA KAO OBVEZNOG

TESTA U TESTIRANJE KRVI DOBROVOLJNIH DAVATELJA U

REPUBLICI HRVATSKOJ

Koji ¢e se testovi koristiti u ispitivanju davatelja krvi na HBV zavisi o prevalenciji ove
infekcije u opc¢oj 1 populaciji davatelja krvi, morbiditetu vezanom uz transfuziju krvnih
pripravaka, omjeru novih i viSestrukih davatelja, samodostatnosti u opskrbi Kkrvlju i
ekonomskim moguénostima zemlje. Odbacivanje anti-HBc pozitivnih (HBsAg negativnih), a
HBV DNA negativnih krvnih doza, utjecalo bi na opskrbu krvnim pripravcima u Republici
Hrvatskoj. Njemacka i Nizozemska koriste takve krvne doze ukoliko je titar anti-HBs-a visi od
100 IU/L odnosno 200 1U/L (Hourfar i sur., 2009; VVan de Laar i sur., 2015).

Simulacija uvodenja anti-HBc testa u ispitivanje davatelja krvi u Republici Hrvatskoj
temeljena na anti-HBc prevalenciji DDK-a HZTM-a u 2017. godini (1.32 %, 95 %Cl 1.04 —
1.67 %) te na bazi 95.000 davatelja krvi godi$nje (18.000 novih i 77.000 viSestrukih), i

prosje¢nom broju davanju visestrukih davatelja godisnje od 2,1, dovela bi do gubitka:

a) 988-1586 DDK-a u slu¢aju univerzalnog testiranja uz eliminaciju svih anti-HBcC

pozitivnih §to bi odgovaralo gubitku od 1869-2999 doza krvi godisnje,

b) 472-758 DDK-a u slu¢aju univerzalnog testiranja uz eliminaciju anti-HBs pozitivnih s

titrom manjim od 100 TU/L $to bi odgovaralo gubitku 893-1434 doza krvi godisnje,

c) 589-947 DDK-a u slucaju univerzalnog testiranja uz eliminaciju anti-HBs pozitivnih s
titrom manjim od 200 IU/L $to bi odgovaralo gubitku 1115-1790 doza krvi godisnje,

d) 11-326 DDK-a u slu¢aju testiranja samo novih davatelja krvi.

Rezultati ovog istrazivanja potvrduju vaznost anti-HBcC testa u otkrivanju DDK-a s
moguc¢im OBI-jem, u sluc¢ajevima intermitentne HBV DNA viremije, te U odlu¢ivanju odabira
strategije ispitivanja DDK-a na anti-HBc, uz postoje¢i panel HBsAg i ID-NAT u Republici
Hrvatskoj, $to bi bila dodatna mjera u sprijeCavanju prijenosa HBV-a krvlju i krvnim

pripravcima. DonosSenje odluke treba poduprijeti cost-benefit analizama.
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Okultna infekcija virusom hepatitisa B (OBI) u davatelja krvi naj¢es¢i je uzrok prijenosa

virusa hepatitisa B transfuzijama krvnih pripravaka. Obzirom da je za OBI karakteristican

negativan nalaz HBsAg-a i nizak sadrzaj HBV DNA, prisutna anti-HBc jedini su biljeg koji

moze upucivati na OBI. Kako testiranje DDK-a u Republici Hrvatskoj ne ukljucuje testiranje

na anti-HBc, glavni cilj i svrha ovog istrazivanja bio je odrediti prevalenciju anti-HBc-a u

populaciji DDK-a HZTM-a, utvrditi vaznost odredivanja anti-HBc-a u detekciji OBI-ja,

prevalenciju OBI-ja u populaciji DDK-a i procjeniti rizik od prijenosa HBV-a transfuzijama

krvi ukljucuju¢ii DDK-e s OBI-jem.

Na temelju provedenih istrazivanja, dobivenih rezultata i rasprave moze se zakljuciti slijedece:

U vremenskom razdoblju od 14 godina, od 2004. do 2017. godine, doslo je do znacajnog
pada prevalencije anti-HBc-a u populaciji DDK-a HZTM-a, i to 4 puta, s 5,24 % na 1,32
%, $to je uglavnom posljedica pada prevalencije u visSestrukih davatelja krvi s 5,90 %
na 1,38 %. 2017. godine statisticki znacajan pad prevalencije zabiljezen je u svim
dobnim skupinama DDK-a starijim od 20 godina. Najveéi indeks pada prevalencije
zabiljezen je u dobnim skupinama od 25 do 40 godina starosti (10-18 puta). U novih

DDK-a nema znacajne razlike u ispitivanom razdoblju;

Kod Zena, koje inace ¢ine svega oko 20 % populacije DDK-a u HZTM-u, kojih je u
ovom ispitivanju sudjelovalo od 13,1 % do 17,4 %, znacajan pad 2017. godine
zabiljezen je u dobnim skupinama od 25 do 34, od 40 do 44 i od 50 do 59 godina;

Kod muskih DDK-a, 2017. godine statisti¢ki znacajan pad prevalencije u odnosu na

2013. godinu zabiljezen je u svim dobnim skupinama starijim od 20 godina;

Prevalencija anti-HBc-only pozitivnih davatelja, odnosno DDK-a kojima je od HBV
biljega utvrdena prisutnost samo anti-HBc-a, zna¢ajan pad zabiljezen je 2013. u odnosu
na 2004. godinu, 0,62 % na 0,25 %. Udio anti-HBc-only medu anti-HBc pozitivnima od
11,8 % 2004. 19,6 % 2013. godine ne razlikuje se znacajno. Anti-HBc-only pozitivnih
davatelja u 2004. godini bilo je i u davatelja mladih od 29 godina, a 2013. i 2017. ovaj
tip reaktivnosti nisu pokazivali davatelji mladi od 35 godina, uglavnom kao posljedica

pada prevalencije HBV-a u nasoj populaciji;

Seroloski HBV profili anti-HBc pozitivnih DDK-a nisu se znacajno promijenili u
ispitivanom razdoblju: udjeli anti-HBs-a i anti-HBe pozitivnih DDK-a bili su

podjednaki u sve tri ispitne godine. Nije bilo HBeAg niti anti-HBc IgM pozitivnih
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DDK-a. Srednja vrijednost odredene avidnosti anti-HBc 1gG-a je 0,92. Svi ovi rezultati

upucuju na davni kontakt s HBV-om i uglavnom razrijeSenu infekciju;

Prevalencija anti-HBc-a u populaciji DDK-a HZTM-a od 1:19 u 2013. i 1:76 u 2017.
godini, znacajno je visa od prevalencije DDK-a s OBI-jem, koja je 2013. bila 1:11.213,
a 2017. godine 1:30.932. U 98 % svih DDK-a s OBI-jem u Republici Hrvatskoj, u
razdoblju od 2013. do 2018. godine, detektiran je anti-HBc (samo 1 DDK nema);

Iako u istrazivanju nije otkriven niti jedan DDK-a s OBI-jem, izracun za ostatni rizik od
prijenosa HBV infekcije zarazenim dozama krvi, unato¢ svim negativnim rezultatima
testiranja, koji se temelji na incidenciji HBV infekcije u viSestrukih DDK-a, ukljucio je
i DDK-e s OBI-jem. Ostatni rizik za 2004. godinu iznosi 67 doza/milijun doza ili
1:14.925; za 2013. godinu 88 doza/milijun doza ili 1:11.363; za 2017. godinu 12
doza/milijun doza ili 1:83.333. Ostatni rizik bio je najveéi 2013. godine, kada uveden
ID-NAT test u testiranju krvi DDK-a, i ima silazni trend;

Eliminacijom svih anti-HBc pozitivnih trebalo bi nadoknaditi minimalno 1,32 % DDK-

a,

Testiranje samo novih DDK-a bio bi manje u¢inkovit na¢in u redukciji rizika, jer su: a)
u Hrvatskoj OBI evidentirane samo u visestrukih i starijih davatelja (dob 43-67 godina,
M 58 godina), b) medu novim DDK-ima najvise je mladih ve¢ procijepljenih i ¢) medu

mladima od 29 godina prema rezultatima zadnje studije nema anti-HBc pozitivnih;

U slucaju primjene europskih smjernica koja navode moguénost prihvaé¢anju anti-HBc
pozitivnih DDK-a s titrom anti-HBs-a visim od 100 IU/L, doslo bi do odbacivanja 472-
758 DDK-a godisnje;

Znanstveni doprinos ovog doktorskog istrazivanja zrcali se i u potvrdi vaznosti anti-
HBc testa u otkrivanju DDK-a s moguc¢im OBI-jem, u slu¢ajevima intermitentne HBV
DNA viremije, te u odlucivanju odabira strategije ispitivanja DDK-a na anti-HBc, uz
postojeci panel HBsAg i ID-NAT u Republici Hrvatskoj, sto bi bila dodatna mjera u
sprijeGavanju prijenosa HBV-a krvlju i krvnim pripravcima. DonoSenje odluke treba

poduprijeti daljnjim cost-benefit analizama.
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Original article

Anti-HBc prevalence among Croatian blood donors in a 14-year
period (2004-2017): Assessment of trends, risks and need for
implementing routine testing

Prévalence anti-HBc chez les donneurs de sang croates sur une période de 14 ans
(2004-2017) : tendances, infectiosité, riques résiduels, OBIs et nécessité du
dépistage
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history: Objectives. — The anti-HBc revalence over a 14-years period (2004-2017), trends, infectivity, residual

Available online xxx risk, and need f-r testing in blood donors (BD) of the Croatian Institute of Transfusion Medicine were
assessed.

Keywords: Material a»d metho 's — Anti-HBc was tested in 19,969 BD serum samples collected in 2004 (N=7561),

Blood donors 2013 (N=75'8)ard2017 (N=5090). All serums were initially screened for HBsAg, anti-HCV, HIV Ag/Ab,

ggﬁ“HBC seroprevalence and 2 1ti-TP. 20 3 and 2017 samples were also tested by ID-NAT.

Resul.> - Ov r a 14-years period, the anti-HBc prevalence significantly decreased among Croatian BD
5.2'% 1, 2004, 2.56% in 2013, and 1.32% in 2017). Similarly, the prevalence of anti-HBc-only profiles
decrea. 2d from0.62%in 2004, 0.25%in2013,and 0.21%in 2017. The 4-time decreasing trend was observed
in 21l age groups of BD from 2017 but mostly among repeat donors (5.90% to 1.38%). First-time donors
showed no significant difference in anti-HBc prevalence probably due to their younger age (<29 years)
and HBV vaccine status. However, similar anti-HBs carriage rates (80.56%, 87.57%, and 82.09%) were
reported in anti-HBc positive donors over the study period. HBsAg and HBV DNA were not detected. No
OBl infection was found in the study despite an OBI frequency of 1:10,900 donations previously reported
in Croatia. A HBV decreasing residual risks of 68, 88, and 12 per million donations were estimated for
years 2004, 2013, and 2017, respectively.

Conclusion. - Anti-HBc testing is an additional measure of preventing HBV infection by transfusion. Imple-
mentation of anti-HBc testing will result in the deferral of 1.3% BD and should be supported by cost-benefit

analyses.
© 2019 Société francaise de transfusion sanguine (SFTS). Published by Elsevier Masson SAS. All rights
reserved.
RESUME
Mots clés : Buts/Objectifs. — La prévalence anti-HBc, ses tendances évolutives dans le temps, I'infectiosité, le risque
Donneurs de sang résiduel infectieux et la nécessité du dépistage ont été évalués sur une période de 14 ans (2004-2017)
Séroprévalence anti-HBc chez les donneurs de sang (DS) de I'Institut croate de medecine transfusionnelle.

OBI
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Matériels et méthodes. — Un nombre total de 19 969 échantillons de sérum de DS (7561, 7318 et 5090 col-
lectés en 2004, 2013 et 2017, respectivement) ont été testés pour I'anti-HBc aprés dépistage obligatoire
de I'AgHBs, des anti-VHC, des Ag/Ac VIH et des anti-TP en 2004, et introduction du dépistage des génomes
viraux en dons individuels (ID-NAT).
Résultats. — Sur une période de 14 ans, la prévalence des anti-HBc a significativement diminué chez les
DS croates (5,24 % en 2004, 2,56 % en 2013 et 1,32 % en 2017). La prévalence du profil anti-HBc isolé a
diminué de fagon similaire, passant de 0,62 % en 2004 a 0,25 % en 2013 et a 0,21 % en 2017. La tendance
ala baisse d'un facteur 4 a été observée dans tous les groupes d'age de DS en 2017, mais principalement
chez les donneurs réguliers (de 5,90 % a 1,38 %). Aucune différence significative de la prévalence anti-HBc
n’a été observée chez les nouveaux donneurs, probablement en raison de leur plus jeune age (<29 ans)
et de leur statut vaccinal. Cependant, des prévalences anti-HBs similaires (80,56 %, 87,57 % et 82,09 %)
ont été observées chez les donneurs anti-HBc positifs au cours de la période d'étude. L'AgHBs et I'ADN
VHB n'ont pas été détectés, excluant toute infection OBI malgré une fréquence de ce type d'infection de
1:10 900 dons précédemment décrite en Croatie. Des risques infectieux VHB résiduels de 68, 88 et 12 par
million de dons ont été respectivement estimé pour les années 2004, 2013 et 2017.
Conclusion. — Le dépistage anti-HBc est une mesure supplémentaire de prévention de la transmission par
transfusion de I'infection VHB. La mise en ceuvre du dépistage anti-HBc entrainera I'exclusion supplé-
mentaire de 1,3 % des donneurs et doit étre étayée par des analyses de coiit-efficacité.

© 2019 Société francaise de transfusion sanguine (SFTS). Publié par Elsevier Masson SAS. Tous droits

réservés.

1. Introduction

The risk of transfusion-transmitted hepatitis B virus (HBV) infec-
tion is very low but remains higher than the transmission risk
associated with other viruses for which mandatory testing is also
in place [1]. This difference in transfusion-transmission risk may
be related to the variability of the clinical presentation of HBV
infection and the associated host’s immune responses, the viral
replication and serological markers dynamics that makes both the
selection of blood donors and testing more difficult. Which tests are
to be used for blood donor (BD) screening will depend on the HBV
prevalence in the general and BD populations, the ratio of first-ti-ne
(FTD) and repeat donors (RD), self-sufficiency in blood supp!:, an<
the country’s economic resources.

According to the WHO report [2], several methods fo.: HBV Bu
testing are available: a) HBsAg testing is the most common. s‘iat-
egy globally, used by 56% (98/176) of WHO member | tates ( =urope:
32.5% or 14/43); b) HBsAg and anti-HBc testir.g .= u.>? oy 17.6%
(31/176) of countries worldwide (Europe: .5 or 4,13) including
5 countries (3 of which are EU member c*~tes) J>at implemented
selective anti-HBc tests; ¢) HBV DNA 2'.d H 3sAg testing is used by
11.9% (21/176) of countries (Europe: 2. 5 or 12/43); and d) HBV
DNA, HBsAg and anti-HBc testing it us. 4 in 7.4% (12/176) of coun-
tries including 11.6% (5/43) of Eurc vean countries. Additional 8
countries (including 5 EU member stctes) implemented the 3-test
strategy with selective anti-HBc testing.

The implementation of molecular testing allowed the detection
of occult hepatitis B virus infection (OBI) also characterized by the
presence of detectable anti-HBc [3,4]. Anti-HBc testing proved to
be more efficient than NAT when HBV DNA load corresponds to the
lower limit of sensitivity of the NAT assay (<3 1U/mL HBV DNA).
However, in the absence of molecular testing, qualitative anti-HBc
testing does not discriminate between potentially infectious and
non-infectious samples [5-8]. Anti-HBc was used recently as a sup-
plementary test in the HBV DNA ID-NAT confirmation algorithm for
initially reactive (IR) and non-repeated reactive (NRR) blood donors
with HBV DNA load usually below 10 [U/mL and not confirmed by
using quantitative highly sensitive tests or discriminatory [D-NAT
tests.

Croatian Institute of Transfusion Medicine (CITM) is a national
reference centre for transfusion medicine which collects more than
50% of all blood donations in Croatia every year (approx. 100,000
donations). The need to change BD HBV testing strategy in Croatia

Table 1
Blood donor characteristics . > t' _ th 2e studies and residual risk calculation.
Characteristics of b' yod Year of study
donations and danor.
2004 2013 2017
Total N blood 2 utiors 71,897 100,920 105,323
FTID ¥ 10.1 6.1 6,4
RD « 89.9 93.9 93.6
Total N dc ors 39,011 49,003 50,445
iTD % 18.6 12.6 13.4
RL'% 814 87.4 86.6
Femaie (F) donors % 204 21 224
K2V prevalence/10° FTD 220 97 29.6
Y4BV incidence/10° RD 12.6 28 9.2
Anti-HBc tested 7561 7318 5090
F donors % 174 13.1 16
M donors % 826 86.9 84
Residual risk (RR)* 68 88 12
HBV Look-back/Trace back 4/0 11/0 4/0

FTD; first time donors; RD; repeat donors.
2 Calculation of RR by European Medicines Agency 2016.

by introducing anti-HBc was assessed first in 2005 by using archive
samples of BDs collected in 2004. This study aimed to establish the
frequency of anti-HBc-only positive donors and their infectivity as
HBV DNA testing was limited to this group of donors [9]. Two other
studies investigating the efficiency of the anti-HBc marker in BD
testing were carried out in 2013 and 2017. The objectives of the
present study were to document anti-HBc prevalence in Croatian
BDs over a 14-years period, analyse trends in anti-HBc prevalence
according to age and gender and according to number of donations,
to evaluate the potential infectivity of anti-HBc positive BDs by test-
ing for HBV DNA presence. Data collected will provide elements to
evaluate the impact of a possible introduction of anti-HBc testing
of blood donors on HBV residual risk and potential loss of blood
donors.

2. Material and methods
2.1. Blood samples

Archived residual serum samples from blood donations col-
lected in October 2004 and in July-August 2013 and prospectively

collected residual samples in May 2017 by CITM were included in
the study. Samples were collected from consecutive donations and

https://doi.org/10.1016/j.tracli.2019.05.001
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Table 2
HBV tests used for blood donor testing in the three studies.
Test Year of study
2004 2013 2017
Anti-HBc Hepatitis B Virus Architect Anti-HBc  Prism HBcore
screening test Core Antigen 11 (Abbott) (Abbott)
ORTHO HBc ELISA
Test System
Anti-HBc ETI-AB-COREK Monolisa Anti-HBc  Architect
alternative test  PLUS (DiaSorin) PLUS (Bio-Rad) Anti-HBc I
1 (Abbott)
Anti-HBc Vitros aHBc (Ortho)  Vidas Anti-HBc Vidas Anti-HBc
alternative test Total Il Total 11
2 (BioMerieux) (BioMerieux)
HBsAg Enzygnost HBsAg Prism HBsAg Prism HBsAg
screening test 5.0EIA (Abbott) (Abbott)
(Dade-Behring)
HBsAg Murex HBsAg Monolisa HBsAg Monolisa
alternative test  Version 3 ULTRA (Bio-Rad) HBsAg ULTRA
(Bio-Rad)
Anti-HBs Vitros (Ortho) Architect (Abbott)  Architect
(Abbott)
Anti-HBc IgM Vitros (Ortho) Architect (Abbott)  Architect
(Abbott)
Anti-HBe Vitros (Ortho) Architect (Abbott) Not done
HBeAg Vitros (Ortho) Architect (Abbott) Not done
HBV HBV ID-NAT Procleix ID-NAT Pro-
DNA MONITOR/Caobas Ultrio Plus cleix Ultrio Elite
test Amplicor (Roche) (HBV[/HCV/HIV) (HBV/HCV/[HIV-
(Grifols) 1/HIV-2)
(Grifols)
HPS/HBV Cobas
TaqMan48 (Roche)

therefore were not stratified according to gender, age and the num-
ber of donations. BDs were classified in the following age groups:
<20, 20-24, 25-29, 30-34, 35-39, 40-44, 45-49, 50-57, 55-59
and = 60. Basic characteristics of the tested BD population: n the
2004, 2013 and 2017 studies of the CITM are show: in Tabic 1.
Serum samples were prepared for testing accordir g wo the stundard
operating procedures, and testing was done acco 'ding t > the man-
ufacturer’s instructions. The study was perfermad viit% che consent
of the competent Ethical Committee pursw.cat to t. = Declaration of
Helsinki.

2.2. Serological and molecular sc 2ei- 2o

Table 2 shows assays used for serological markers and HBV DNA
testing according to the manufacturers’ instructions.

2.3. Confirmation algorithms for anti-HBc reactivity

All donors tested anti-HBc positive in 2004, 2013 and 2017 were
retested with the same anti-HBc assay and two alternative assays
(Table 2). Repeatedly reactive (RR) samples confirmed with at least
two anti-HBc assays were considered confirmed positive. All anti-
HBc positive samples collected in 2004 and 2013 were tested for
all HBV markers, whereas all anti-HBc positive samples from 2017
were tested only for anti-HBc IgM and anti-HBs. In all samples,
HBsAg was also tested with an alternative test to exclude possible
“s" mutations in the HBV genome. HBV DNA was tested in anti-HBc
positive samples with a quantitative HBV DNA test (HBV Moni-
tor/Cobas Amplicor, sensitivity of 54 U/mL, and HPS/HBV Cobas
TagMan 48, sensitivity of 6 [U/mL) in 2004, and with ID-NAT assays
in 2013 (Procleix Ultrio Plus test, 95% LOD for HBV 3.41U/mL) and
2017 (Procleix Ultrio Elite test, 95% LOD for HBV 4.3 [U/mL).

2.4. Statistical methods

The MedCalc v16.2.1 program was used for statistical analysis
of results. A test of proportion (Chi2 test) with the 0.05 signifi-
cance level was used for establishing the difference in the number
of subjects/BDs according to various categories, anti-HBc preva-
lence, presence of HBV DNA and positivity for other HBV markers.
The Robert G. Newcombe’s method was used for calculating 95% of
confidence intervals.

3. Results
3.1. Anti-HBc prevalence

Table 3 shows the anti-HBc prevalence in blood donors in the
years of study. A statistically significant decrease in anti-HBc preva-
lence was observed in 2013 as compared with 2004 (from 5.24%
to 2.56%; x2 =75.741; P<0.001), as well as in 2017 as compared
with 2013 (from 2.56% to 1.32%; x2=22.97; P<0.05). The differ-
ence in anti-HBc prevalenc~ in 2013 resulted from a 5.90% to 2.64%
decreased prevalence in 1 >pe==Honors (RD)(x2 =87.670; P<0.001),
whereas the decrease I anti-H',c prevalence in 2017 as compared
with 2013 is a resul of IC reased prevalence in RDs from 2.64% to
1.38% (x2 =4.04: P<0.05) .nd in first time donors (FTD) from 0.88%
to 0.32% (x2=. 6F3; P<0.05).

Fig. 1 sli0v7s (e anti-HBc prevalence reduction index in BDs,
both ove :al! «..? according to gender. Anti-HBc prevalence has
redv.ca by 4 times in the 14-years period (4.11 in male donors
and 2.0y in female donors). Interestingly enough, the 2013/2017
nrevalc ace reduction index of 1.94 has almost reached the reduc-
tien index of 2.05 achieved in the 9-years period between 2004
anu 2013. The greatest prevalence reduction was recorded in age
Jroups 25-40 (10-18 times).

3.2. Anti-HBc prevalence according to donors’ age and gender

The greatest anti-HBc prevalence reduction in male BDs in 2013
was registered in the age groups 50-60, whereas a statistically sig-
nificant reduction was registered in groups older than 30 years
of age (P<0.05). A statistically significant prevalence reduction
(P<0.05) in 2017 compared with 2013 was observed in all groups
older than 20 years of age.

Anti-HBc prevalence reduction in female BDs in 2013 compared
with 2004 was observed only in the age group 40-44 (P=0.03), and
the reduction is not statistically significant in 2017 as compared
with 2013 (x2=1.24; P=0.265), except in the age groups of 25-34,
40-44 and 50-59 years (P<0.05).

3.3. Anti-HBc prevalence in FTD and RD

Anti-HBc prevalence in the population of FTDs in 2013 (0.88%)
as compared with 2004 (1.37%), as well as the prevalence in 2013
as compared with 2017 (0.32%) does not indicate a statistically sig-
nificant difference (x2=0.493; P=0.492)/(x%=0.833; P=0.361). A
significant anti-HBc prevalence reduction in the population of RDs
was registered in 2013 as compared with 2004, in all age groups
(x*>=88.457; P<0.01) with the exception of the age group 20-24
(x2=1.217,P=0.27). Areductionin prevalence in 2017 as compared
with 2013 was registered in all age groups (x? =243.74; P<0.05).

3.4. Anti-HBc-only prevalence

Anti-HBc-only prevalence in donors tested in 2004 was 0.62%,
whereas in 2013 it was 0.25%, which showed a statistically signif-
icant difference (x2=11.65, P<0.01). Anti-HBc-only prevalence in
donors tested in 2017 was 0.21%, implying a continuous decline
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Table 3
Anti-HBc prevalence in blood donors in the years of study.
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Anti-HBc prevalence % (95%Cl) in the different groups of tested donors

Year Anti-HBc
Anti-HBc-only FTD RD F M
2004 5.24(4.76-5.77) 137 5.90
(0.83-2.25) (5.35-6.50)
0.62 (0.47-0.82) E M E M 4.57 5.38
143 1.34 5.72 593 (3.57-5.84) (4.85-5.97)
(0.61-3.30) (0,73-2.45) (442-7.37) (5.34-6.59)
2013 2.56(2.22-2.95) 0.88 2.64
(0.30-2.56) (2.29-3.04) 2.20 2.61
0.25 (0.16-0.39) F M F M (1.44-3.34) (2.05-3.03)
0.0 1.55 2.59 2,64
(0.00-2.56) (0.53-4.45) (1.70-3.93) (2.27-3.07)
2017 1.32(1.04-1.67) 0.32 1.38
(0.06-1.80) (1.09-1.75) 1.48 1.31
0.21(0.12-0.39) F M F M (0.85-2.57) (1.01-1.70)
0.0 0.52 1.59 135
(0.00-3.15) (0.09-2.89) (0.89-2.82) (1.04-1.75)

FTD: first time donors; RD: repeat donors; F: female donors; M: male donors.

2004/2017 E

| \
1.49

2013/2017
|

2004/2013

0.00

0.50 1.00 139

® Prevalence reduction index 7 donars

N Prevalence reduction ndex wwverall

2.00

\
i

2.50 3.00 3.50 4.00 4.50

= Prevalence reduction index M donors

Fig. 1. Anti-HBc prevalence redu uon in: 'ex 1n BDs, both overall and according to gender. F: female donors; M: male donors.

Table 4
Results of other serological and molecular tests ¢ ne ucied on samples of anti-HBc tested BDs.
Test ‘ea. ~ftesiing
204 2013 2017
n tested n positive % n tested n positive % n tested n positive %
HBsAg routine and alternative test 7561 0 0 7318 0 0 5090 0 0
Anti-HBc 7561 396 5.24 7318 187 2.56 5090 67 1.32
Anti-HBc IgM 396 1(gz") 0.25 187 0 0 67 0 0
Anti-HBs 396 319 80.56 185 162 87.57 67 55 82.09
Anti-HBe 396 147 37.12 187 62 33.16 0 nt® -
HBeAg 396 0 0 187 0 0 0 nt® -
HBV DNA 47 0 0 7318 0 0 5090 0 0
2 Grey-zone.
b Not tested.

trend; however, it is not significantly different as compared
with 2013 (x2 =0.206, P< 0.650). Shares of anti-HBc-only positives
among anti-HBc positives amounted to 11.8%, 9.6% and 16.4%, and
the differences are not statistically significant (x? =0.46, P=0.497,
x2=2.25, P=0.134). Statistically significant difference was found in
the frequency of anti-HBc-only positives among anti-HBc positives
in blood donors younger than 30 years, resulting in a signifi-
cant prevalence reduction (23% in 2004/0% in 2013 - x2=50.88,
P<0.001, and 0% in 2017 - x2=19,14, P<0.001).

3.5. Presence of other HBV markers

Table 4 shows test results of other HBV markers and HBV DNA.
HBsAg was not confirmed in groups tested with two different
HBsAg tests. Testing results have identified almost the same fre-
quency of anti-HBs (80.56% and 87.57%) and anti-HBe (37.12% and
33.16%) positives among anti-HBc positive BD in 2004 and 2013
(x%=3.12; P=0.077) (x*=0.29; P=0.587). No statistically signif-
icant difference was observed in anti-HBs positive rates among

https://doi.org/10.1016/j.tracli.2019.05.001
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anti-HBc positive BDs from 2013 (87.57%) and 2017 (82.09%)
(x?>=1.03; P=0.310). Anti-HBs titer greater than 100 IU/L was reg-
istered in 54.1%, 55.1% and 52.3% of anti-HBc positives in the three
groups with a statistically significant difference for all three years
(P<0.0001). Anti-HBs titer greater than 200 IU/L was registered in
47.5%, 43.2% and 40.4% of anti-HBc positive from 2004, 2013 and
2017 (statistically significant difference; P<0.0001).

3.6. HBV DNA tests in BD samples tested for anti-HBc

HBV DNA was tested in 47 anti-HBc-only positive BDs from
2004 and all samples tested negative. Similarly, no viral DNA was
detected by ID-NAT in 7,318 and 5,090 BDs from 2013 and 2017,
respectively (Table 4).

4. Discussion

The results showed a significant reduction of anti-HBc preva-
lence from 5.24% to 1.32% over the 14-years period, mostly as
a result of reduced prevalence in repeat blood donors (5.90%
vs. 1.38%). The reduction in anti-HBc prevalence between 2004
and 2013 was not associated with gender (reduction index:
repeat female BDs (F RDs)/reduction index: repeat male BD (M
RDs)=2.21/2.24), whereas prevalence reduction in male repeat
donors was greater in 2017 compared to 2013 (M RDs/F RDs reduc-
tion index =1.96/1.64). The greatest anti-HBc prevalence reduction
in male repeat donors was observed in the 25-40 age group, and
in female donors in the 40-49 age group. Possible general fac-
tors responsible for this anti-HBc prevalence reduction, apart from
the RD’s age shift, may be related to prevalence reduction in the
general population due to the efficiency of preventive measures
such as mandatory testing of pregnant women, universal vaccin:-
tions, safety levels in health-care and paramedic institutions, as
well as of transfusion services, based on selection and tec.ing of
BDs, supported by national IT system and unique BD’s catzoase
and centralised confirmatory testing. The important snecific ./ac%or
for reducing anti-HBc yield is certainly implementatio.. of [P -NAT
BD’s testing in Croatia in 2013. Therefore, if the p evalencu of anti-
HBc in 2017 (1.32%) is corrected for OBI BDs in C TM (t)tal N=27,
2013 till 2017), anti-HBc prevalence woulc pe 1.25%.

Anti-HBc prevalence decrease in FTC (1.27% in 2004, 0.88% in
2013, and 0.32% in 2017) was not si5m “cant. 3lood donors from
2004 were only sporadically vaccin.tes .5 >inst HBV whereas the
rate of vaccinated donors incre:z2d to 10.4% in 2013 and 27.3% in
2017 (donors younger than 25 aad 5C years of age, respectively).
Anti-HBc prevalence in donors ycinger than 25 years of age was
0.32% in 2013 (FTD 0%, RD 0.37%) and 0% in 2017 (FTD 0%, RD
0%). Since the difference in anti-HBc prevalence in 2004/2013 and
2013/2017 among FTD is not statistically significant, it is reason-
able to assume that exposure to HBV is continuously low in this
age group. Croatia registers relatively few FTDs (approx. 10%), and
they are recruited in younger age groups. Hence, 81% of FTDs tested
for anti-HBc were younger than 29 in 2017, which would imply
that they had received a mandatory vaccination against Hepatitis
B virus.

Serological HBV profiles of anti-HBc positives did not change sig-
nificantly over the period studied. The rate of anti-HBc-only among
the anti-HBc positives was 11.8% in 2004, 9.6% in 2013 and 16.4%
in 2017. Similar prevalence were reported in studies conducted
in England (11.8%) [10] and Italy among FTD (10.4%) [11]. How-
ever, a statistically significant difference was found in the frequency
of anti-HBc-only among the anti-HBc positives in blood donors
younger than 30 years, mainly related to a general reduction of
HBV prevalence in our donor population.

Anti-HBs positive rates among anti-HBc positive BDs were very
similar during all three periods (80.56% in 2004, 87.57% in 2013
and 82.09% in 2017). The rates of BDs who were anti-HBs negative
or having anti-HBs titer less than 100 IU/L (45.9% in 2004, 44.9%
in 2013 and 47.7% in 2017) or less than 2001U/L (52.5%, 56.8% and
59.6%, respectively) were very stable over the whole period studied.

In 2004, the rate of anti-HBe positives among anti-HBc positives
was 37.1% and 33.2% in 2013 indicating stable serological profile
in HBsAg-negative and anti-HBc positive BDs. There was only one
registered case of an anti-HBc IgM grey-zone result in 2004 and no
case of HBe antigenemia.

HBV DNA or OBI was not detected in 2004 among 47 anti-HBc-
only positives tested with an assay sensitivity of 6 and 54 IlU/mL.
The use of highly sensitive ID-NAT assays also failed to detect HBV
DNA in 12,408 BDs in 2013 and 2017.

A simulation of introducing anti-HBc test in testing of BD
in Croatia, based on anti-HBc prevalence in 2017 (1.32%; 95%CI
1.04%-1.67%) and 95,000 blood donors per year (18,000 FTDs and
77,000 RDs) and the annual average number of donations by repeat
donors of 2.1 would lead te the loss of: a) 988-1587 blood donors
in case of universal test?1g »=*h elimination of all anti-HBc pos-
itives, which would <~rrespord to a loss of 1869-2999 blood
donations a year, k) 472 753 blood donors in case of universal
testing with elir.unation o all anti-HBs positives with a titer of less
than 100 [U/L, . hi_n would correspond to a loss of 893-1434 blood
donations . y. ar, 1) ©89-947 blood donors in case of universal test-
ingwith 'in....“on of all anti-HBs positives with a titer of less than
20015/ wiich would correspond to a loss of 1115-1790 blood
donctic.is a year, and d) 11-326 blood donors in case of testing of
first-tii.>e blood donors only.

However, the present study did not evidence the presence of
Up: «nfection among anti-HBc positives. In the first year of testing
»lood donors in Croatia with ID-NAT tests, the frequency of OBI
was reported at 1:7031, whereas after the 3-years period, it was
reported at 1:10,900 donations [12], followed by a further signifi-
cantdecrease: 1:98,494 in 2016, 1:28,495in 2017 and 1:195,815in
2018.The analysis of 23 OBl donor archive samples showed the con-
sistency of anti-HBc positive results (100%), as opposed to ID-NAT
(63%) and ID-NAT reproducibility (50%), as expected for samples
with a low HBV DNA viral load [13]. Those data support the impor-
tance of anti-HBc testing in identifying OBI donors.

Recently, anti-HBc prevalence of <2% [14] has been proposed
as a possible limit at which HBV safety is increased without crit-
ical impact on donor deferral. High anti-HBc prevalence does not
always imply high OBI frequency. Namely, the rate of HBV DNA
positives among anti-HBc positives varies in the range of 0-100%
[15]. Another important factor is the contribution of anti-HBc tests
to the reduction of HBV blood transmission risk, that can best be
assessed by analysing results of look-back studies conducted in
OBI donors and blood product recipients. Transmission rates vary
and depend mostly on the recipient’s availability for monitoring
the infection within an adequate time-frame. Look-back proce-
dures conducted for OBI in the Netherlands, Japan and Australia
have established low HBV transmission rates from OBI donors of
5%, 3.5% and 0.2-3.2% [16-18]. A much higher transmission rate
(28%) associated with plasma viral load in blood components and
presence of anti-HBs in both donors and recipients was reported
in a multi-centric European look-back study that included data
from Croatia [19]. Differences in OBI frequency are attributed to
genomic and epigenomic factors affecting DNA, viral and host’s’
hepatocytes. Robust evidence for genotype-dependent frequency
of OBI are still missing but this might be another important factor in
assessing the usefulness of anti-HBc testing in a given geographical
area [20].
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5. Conclusion

During the period 2004-2017, a significant 4-times decrease in
anti-HBc prevalence in Croatian blood donors from 5.24% to 1.32%
was observed. No OBI infection among anti-HBc positive BDs was
detected in this study. Due to the high consistency of anti-HBc in
Croatian OBI BDs, a strategy of universal testing of blood donors
for this marker in addition to existing HBsAg and ID-NAT screen-
ing in Croatia would represent an additional measure to prevent
HBV transmission by blood and blood components. By deferring all
anti-HBc positive donors, at least 1.32% of blood donors should be
substituted. Testing of FTDs only would be a less efficient method
of risk reduction because: a) in Croatia OBI donors have been iden-
tified only in RDs (age group 43-67, M 58 years), b) FTDs mostly
consist of young people who have already been vaccinated against
HBV virus, and c) results from the most recent study have identified
no anti-HBc positives among donors younger than 29 years of age.
The decision to include mandatory anti-HBc testing in the existing
BD screening strategy needs to be supported by further cost-benefit
analyses.
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Summary
Background: Croatia implemented individual donation
(ID)-NAT testing of blood donors in 2013 for three vi-
ruses HBV, HCV, and HIV-1 as a mandatory test for all
blood donors. This study assessed the impact of NAT
screening 3 years after its implementation. Methods: A
total of 545,463 donations were collected and screened
for HBV, HCV, and HIV-1 using the Procleix Ultrio Plus
Assay. All initially reactive (IR) NAT samples were re-
tested in triplicate and, if repeatedly reactive (RR), NAT
discriminatory assay (dNAT) was performed. ID-NAT
positive donations were confirmed by RT-PCR on the
COBAS AmpliPrep/TagMan platform. Results: Out of
545,463 samples tested, 108 (0.02%) were RR in NAT.
There were 82 (75,9%) HBV reactive, 16 (14.8%) HCV re-
active, and 10 (9.3%) HIV-1 reactive samples. 51 (47.2%)
samples were ID-NAT positive only. Out of these 51 NAT
yield cases, 1 window period HIV-1 and 50 occult HBV
infections (OBIl) were determined. There were only two
potential HBV DNA transmissions from OBl donors.
Conclusion: The implementation of NAT screening for
three viruses has improved blood safety in Croatia. Dur-
ing the 3-year period, 1 window period HIV-1 and a num-
ber of occult HBV donations were identified.
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Introduction

The safety of blood and blood components continues to raise
debate all over the world. In the past few decades, many measures
have been introduced in order to reduce the risk of transmission
of blood-borne viruses [1]. In the early 1990s, nucleic acid ampli-
fication testing (NAT) expanded rapidly, and blood centers
started testing blood units using molecular assays. Before becom-
ing mandatory, it was used on a voluntary basis. Germany was the
first country to introduce NAT screening in 1997 on a routine
basis, with negative NAT results required prior to the release of
blood components. Initially, the methodology included ‘in-house’
developed semi-automated testing for HBV, HCV, and HIV-1,
but NAT screening for HCV and HIV-1 became mandatory in
1999 and 2004, respectively [2, 3]. Several other countries fol-
lowed Germany and introduced NAT screening primarily for
HCV and then for HIV-1 genomes (Austria, Canada, Ireland,
Japan, The Netherlands, Spain, Switzerland, the UK, and the
USA). Japan and Austria were the first countries that imple-
mented mandatory HBV NAT testing in 1999, followed by global
implementation of HBV NAT screening after 2004. The low ex-
pected yield and clinical value of interdiction of seronegative
HBYV infections were the main reason for delayed implementation
of HBV NAT [2, 4]. Over years, NAT testing became mandatory
in western countries and began to be performed with commercial
CE-marked NAT systems in multiplex format, detecting all three
viral genomes on automated testing platforms. At the beginning,
the majority of countries started NAT testing in minipools (MP-
NAT) of 96-16 pooled samples, however, there was progression
towards smaller pools of 6 to individual donations (ID) in order
to enhance testing sensitivity [5]. Compared to the existing
HBsAg assays, MP-NAT reduced the window period (WP) of
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HBYV infection by 9-11 days, and ID-NAT reduced the WP by
25-36 days, which indicates that ID-NAT would have a higher
yield than MP-NAT in case of HBV infection. The difference was
due to the pooling dilution effect that diminishes assay sensitivity
[6-11]. However, MP-NAT strategies are still preferred due to the
cost-benefit analysis in some western countries where the preva-
lence of the tested virus is low. Even though the risk of transfu-
sion-transmitted infections (TTIs) had been reduced significantly
by sensitive serologic blood screening and introduction of strin-
gent donor selection criteria in Croatia, the risk of TTIs still per-
sisted. The greatest challenge for transfusion medicine is the risk
of HBV transmission due to persistent occult HBV infection
(OBI) with very low HBV DNA viremia in which HBsAg is not
detectable. For this reason, and based on the Croatian epidemio-
logical situation and analytical/clinical performance data of man-
ufacturers for NAT testing of blood donors, the national blood
transfusion committee of Croatia decided to implement manda-
tory ID-NAT testing in March 2013 as a routine blood screening
program, in concordance with serologic screening. The project
was implemented as a part of restructuring and centralization of
the Croatian blood service. The aim of this study was to evaluate
the results of ID-NAT testing during a 3-year period and to ana-
lyze the NAT yield rate of HBV, HCV, and HIV-1 screening in
Croatia.
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Material and Methods

Collection of Blood Donor Samples and Delivering to the Croatian Institute

of Transfusion Medicine

All blood donations collected at the blood centers and mobile units across
Croatia in the period from March 1, 2013 until March 1, 2016 were donated by
voluntary non-remunerated blood donors. Serology and ID-NAT tests were
performed concurrently using two different samples. Testing was performed at
the Croatian Institute of Transfusion Medicine (CITM), Department of Molec-
ular Diagnosis in Zagreb, the only NAT testing site in Croatia using the Procleix
Ultrio Plus Assay on three Procleix Tigris System instruments (Grifols, Spain).
Test results were then distributed through the e-Delphyn, national transfusion
IT system that interconnects all 8 blood centers (Split, Dubrovnik, Osijek, Ri-
jeka, Pula, Varazdin, Zadar, and Zagreb) in Croatia.

ID-NAT Testing Methodology, Algorithm at the Croatian Institute of

Transfusion Medicine and Residual Risk Calculation

The Procleix Ultrio Plus Assay is a multiplex NAT test for simultaneous de-
tection of HBV DNA, HCV RNA, and HIV-1 RNA. The 95% probability of de-
tecting each of the three viruses was similar between the Procleix Ultrio Plus
assay and the discriminatory assay, i.e. 21.2 versus 18.9 IU/ml, 5.4 versus 4.4
1U/ml and 3.4 versus 4.1 IU/ml for HIV-1, HCV and HBYV, respectively. The
algorithm of ID-NAT testing at the CITM is presented in figure 1. We decided
to implement anti-HBc testing (Architect; Abbott Diagnostics, Abbott Park, IL,
USA) for each initially reactive (IR) repeatedly non-reactive (NRR) donation to
improve the sensitivity of OBI detection in blood donors.

The follow-up testing included routine and confirmatory NAT and sero-
logic testing — for HBV HBsAg tests (ELISA/CMIA and, if necessary ELFA), the
quantitative HBsAg and neutralization test, all HBV markers; for HCV a com-
bination of anti-HCV and HCV Ag/Ab (ELISA/ELFA), optionally HCV Ag,

Safic Stanic et al.

150

=




imunoblot test (if needed 2); for HIV-1 a combination of 3 HIV Ag/Ab assays
(ELFA/ELISA/CMIA) and anti-HIV, HIV-Ag and imunoblot test (if needed 2).
Confirmatory testing and detection of viral load with an alternative NAT
method was performed in the incriminating donation and in the follow-up
sample with COBAS Ampliprep/COBAS TagMan RT-PCR tests, v 2.0, for
HBV, HCV, and HIV-1, with detection limits of 20 IU/ml for HBV, 15 IU/ml
for HCV, and 20 cp/ml for HIV1 RNA (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN,
USA). In a case of OBI, discriminatory HBV assay was performed on plasma
bags in 5-20 replicates, and ‘in-house’ nested PCR amplification of HBV pre-S
and S gene was performed in 3 replicates. ID-NAT archive is stored at =25 °C
for at least 2 years.

Residual risk for TTI based on ID-NAT was calculated according to pro-
posed WHO guidelines [12].

Trace-Back and Look-Back Procedures

Donor-directed look-back (LB) procedures were initiated when confirmed
viral infection in repeat donor was established. From our IT database we re-
trieved all data on the incriminating donations. In case of HBV, HCV and
HIV-1 NAT and/or serology-positive units, we tested all recipients of the last
negative donation. If the blood recipients deceased or were unreachable, then
donors’ archived samples were thawed and tested by ID-NAT for the presence
of viral markers. In a case of confirmed OBI, we tested all available archived
samples and then all reachable recipients of HBV-positive donations deter-
mined during LB procedure.

Results

A total of 545,463 donations were collected and tested for HBV,
HCV, and HIV-1 during the 3-year period. The overall specificity
was 99.95%, and the rate of invalid runs was around 2%. The re-
sults of NAT testing were delayed 31 times from optimal validation
time (9.30 a.m. day 1) by not more than 10 h. Hardware failure on
Tigris instruments or other problems in testing (28/31, 90%) was
one of the main reasons for delay of the results. We found 322
(0.06%) ID-NAT IR samples: 214 (0.04%) were found to be false-
positive, and 108 (0.02%) were ID-NAT repeatedly positive blood
donations. All IR donations were discarded in order to avoid po-
tentially low-level viremic units missed by repeat testing. There
were 51 ID-NAT only positive donations (50 HBV NAT and 1
HIV-1 NAT positive blood donors). NAT yield cases were pre-
dominantly HBV NAT reactive; they were later found to be anti-
HBc positive, and determined as OBI infections. WP was deter-
mined for 1 HIV-1 NAT positive donation. The highest prevalence
of reactive blood donor samples was recorded in the CITM
(56/108), as it the most important blood center that collects and
distributes approximately 56% of total blood supply in the country.
Table 1 shows the number of interdicted infectious blood units ac-
cording to serology and ID-NAT testing. Among 108 RR ID-NAT
donations, 16 (14.8%) blood donations were HCV-NAT and anti-
HCV reactive, 9 (8.3%) donations were HIV-1 NAT and HIV Ag/
At reactive, 1 donation was HIV-1 NAT only reactive (0,9%), and
82 (76%) blood donations were HBV-NAT reactive. All ID-NAT
yield cases for HBV were OBIs (50/82), defined by the presence of
HBV DNA in the absence of HBsAg. Viral loads in individual do-
nations ranged from <2.00 x 10" to >1.7 x 10%® IU/ml for HBV,
from 3.64 x 10° to 7.89 x 10° IU/ml for HCV, and from 1.82 x 102
t0 9.93 x 10* C/ml for HIV-1. In all cases of NAT positive / serol-

Three-Year Experience in NAT Screening of
Blood Donors for Transfusion Transmitted
Viruses in Croatia

Table 1. Number of repeatedly reactive blood units interdicted during 3
years in Croatian blood supply according to ID-NAT and serology

Testing Number of repeated reactive blood units
HBV HCV HIV-1

NAT and serology 32 16 9

Serology 1 6 0

ID-NAT only 50 0 1

Total 83 22 10

ogy positive samples as well as in the WP HIV 1 infection, follow-
up samples were also positive when tested with an alternative NAT
method.

We estimated the risk of viral TTI in blood donations collected
in Croatia from 2013 to 2016. Calculation of TTT residual risks in-
cluded 481,389 blood donations from repeat donors along with 45
HBV-DNA, 1 HCV-RNA and 6 HIV-1 RNA positive donations
from repeat donors. The established interdonation interval was 156
days. The residual risk of HBV TTI was 1: 36,900 (with adjustment
for transient HBsAg), that of HIV-1 TTI 1:1,567,398, and that of
HCV TTI 1:15,015,015.

OBI among Tested Donations

The prevalence of OBI was much higher among repeat donors
45/50 (90%). The majority of OBI carriers were males (43/50, 86%),
which is in accordance with sex distribution of the general blood
donor population, and they were generally older than the total
donor population (median age 58 years). ID-NAT testing for OBI
cases showed reproducibility of 59% when repeat testing in tripli-
cate was performed. Overall, 29 donor samples had 2-3 positive
replicates and 21 samples only 1 replicate positive, when tested in
triplicate. This was explained by determining blood donor samples
with a very low HBV-DNA titer. Only 38/50 blood donors with OBI
had positive ID-NAT test in follow-up sample, and 9/50 had nega-
tive ID-NAT result, while 3 samples are still in process. There were
considerable fluctuations in donor viral load over time. Only 3 do-
nors had a measurable HBV-DNA titer (ca. 10 x 10? TU/ml) in their
follow-up sample. In 20 follow-up confirmatory samples, the titer
was reactive at <20 [U/ml HBV DNA, whereas in another 20 blood
donors we were not able to detect HBV DNA in follow-up samples,
which could be explained by extremely low (1-5 IU/ml) and fluctu-
ating HBV DNA titers close to the method detection level. Four
follow-up samples did not have enough material for HBV DNA
confirmation, and 3 are still in process. Almost all blood donors
with OBI were anti-HBc positive (98%) and in some cases (50%)
anti-HBs and/or anti-HBe positive. The levels of anti-HBs ranged
between 9 and 784 TU/L. Finally, during the 2013-2016 period, 50
HBV positive donations were discarded according to NAT only,
yielding an incidence of OBI infection of 1 per 10,900 donations.

Prevention of HIV-1 Infection Transmission in the WP
One ID-NAT only positive donation given by a 54-year-old
repeat donor was determined by routine ID-NAT testing and
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identified as a WP HIV-1 infection. HIV-1 RNA quantitative
assay confirmed the presence of the virus in a load of less than 2.00
x 10! C/ml. Routine serologic screening test for HIV Ag/Ab (Ab-
bott Prism HIV Ag/Ab Combo, Abbott Diagnostics) was negative
as well as all confirmatory tests including alternative HIV Ag/Ab,
anti-HIV-1/2, HIV-1 p24 Ag and anti-HIV-1/2 immunoblot
assay. The follow-up blood sample obtained 6 days after the in-
criminating donation showed an increasing titer of HIV-1 (3.52 x
10" C/ml), but serologic screening HIV Ag/Ab test was still nega-
tive. However, the confirmatory tests, the alternative HIV Ag/Ab
assay and HIV-1 p24 were weakly positive, but anti-HIV-1/2 and
anti-HIV-1/2 immunoblot test were still negative. The HIV-1
NAT yield demonstrated the first case of HIV-1 RNA in the WP
and thus successfully prevented possible TTI with HIV-1 to one or
more recipients.

LB Procedures after Confirmed Blood Donor Infection in CITM

In a 3-year period, the CITM conducted 47 LB procedures, most
of which affected HBV OBI cases (76,6%). For the OBI LB proce-
dures, 101 samples of the serologic archive and 30 samples of the
NAT archive were tested of which 34 (33.7%) and 6 (20%), respec-
tively, were found to be HBV DNA positive. There were only 2
probable transmissions of HBV from 2 OBI donors. One recipient
was tested positive for HBV DNA directly after blood transfusion;
8 months after the incriminating blood transfusion he showed se-
rologic markers of resolved HBV infection and negative HBV
DNA. The other recipient had anti-HBc and anti-HBe positive
markers without HBV DNA. It is not known whether or not the
recipients had these markers before the incriminating transfusion.
Interpreting the LB data over 3 years, we noticed the decreasing
trend in OBI cases among repeat donors, and we are expecting a
further decrease due to the very sensitive tests and strict algorithm.
There were no confirmed HCV or HIV-1 TTI cases in our
recipients.

Discussion

In recent years, transfusion safety has undergone significant im-
provement, and blood transfusion therapy has never been as safe as
it is nowadays. This enormous gain towards blood safety has been
achieved through many factors including more stringent donor se-
lection criteria, improved sensitivity of the screening tests, im-
provements in preparation and quality control of blood compo-
nents, and inclusion of NAT testing in the routine screening pro-
gram [13]. Recent studies performed in other countries have
shown that the estimated risk of TTI via blood products is very low
[14-16]. The main advantages of NAT screening are interdiction of
WP infections and identification of OBI carrier status, offering
blood centers a much higher sensitivity for detecting blood-borne
infections [17]. Reports from developed countries showed a limited
value of NAT screening in improving blood safety [17, 18]. In con-
trast to this, the prevalence of TTIs in resource-limited countries is
always high, and these countries are likely to yield a significant

Transfus Med Hemother 2017;44:1-6

number of WP donations; thus NAT testing is expected to be more
cost-effective in these countries. These resource-limited settings
mainly include countries in Africa, Asia, and Latin America with a
high prevalence of blood-borne virus infections.

NAT yields have been determined for several countries in the
last decade. Italy has reported a NAT yield rate for HBV, HCV and
HIV-1 of 57.8 per million, 2.5 per million and 1.8 per million, re-
spectively [14]. Slovenia has reported similar data, with 63.3 per
million for HBV, 4.27 per million for HCV and 0.0 per million for
HIV-1 [19]. Compared to the neighboring countries, Croatia has
reported higher NAT yields of 91.7 per million donations for HBV
and 1.8 per million donations for HIV-1, whereas the HCV NAT
yield was lower (0.00 per million). Yield rates observed for HIV-1
NAT are similar to those in France and Germany (0.3 per million
donations). Higher rates have been reported from Greece and
Spain (2-4 per million donations). For HCV, the rates of NAT are
lower in northern countries (Switzerland 0.45 per million dona-
tions and Ireland 0.00 per million donations) than in Mediterra-
nean countries (Spain 2.15 per million and Greece 5.97 per million.
Countries with low HBV endemism, such as Germany, Switzer-
land, New Zealand, the US and Canada, reported HBV NAT yields
of up to 1:730,000 [20-24], whereas countries with moderate end-
emism such as Poland and some Mediterranean countries reported
figures up to 1:51,987 [25-27]. The HBV NAT incidence rate of 1
per 10,900 donations in Croatia is comparable to the HBV inci-
dence rate of 1:15,600 HBV positive donations in Slovenia. Other
neighboring countries have not yet implemented NAT screening
testing of blood donors. In countries with high endemism, such as
Ghana, Hong Kong, India and South Africa, the reported NAT
HBYV yield ranged from 1:186 to 1:5,200 [28-32].

Croatia has a population of 4.3 million and collects about
195,000 blood donations per year. It belongs to countries with low
prevalence of HBV, HCV, and HIV-1 infections in the general
population, as well as in blood donors. The introduction of manda-
tory hepatitis B vaccination of schoolchildren in 1999 and later of
newborns in 2007 resulted in a decrease in the incidence of hepati-
tis B, and a further decline is expected. The incidence of hepatitis C
in Croatia is decreasing as well; less than 2% of the population are
anti-HCV positive. In spite of a relatively favorable epidemiologi-
cal status, hepatitis B and C still pose a significant public health
burden. The annual incidence of HIV-1 infections ranges from 12
per million to 19 per million in the general population. Thus, Cro-
atia is among the countries with a low HIV-1 prevalence (the aver-
age prevalence in the EU/EEA in 2012 is 58 per million), with the
two most-at-risk groups of men having sex with men and commer-
cial sex workers [33]. However, over the last years an albeit very
modest increase in the HIV-1 incidence has been detected, mostly
among men in the general population as well as in the population
of blood donors. Implementation of centralized NAT testing in
2013 and standardized quality of testing and production of blood
components have improved blood safety by reducing the risk of
transfusing infectious units to blood recipients to entering 2 per
million in case of HIV-1 and to 91.67 per million in case of HBV.
During the study period, we did not find any WP donation for
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HCYV infection (0.0 per million donations). Considering all HBV
DNA positive donors found in Croatia, the risk of a potentially in-
fectious donation was much higher for HBV than for HCV or HIV.
OBIs were considerably more frequently detected among older re-
peat blood donors. Almost all (98%) Croatian OBI donors were
anti-HBc positive, and approximately half of them also carry anti-
HBe and anti-HBs, with 40% of them having titers of more than 10
IU/L, potentially able to neutralize viral infectivity. Similar data are
described in other publications [26, 34] suggesting that OBIs occur
largely in individuals that have recovered from the infection but
were unable to develop a totally effective immune control against
HBYV [4, 11]. The infectivity of HBV depends on many factors, e.g.
viral dose (number of HBV genome copies/ml), blood component
which was transfused (fresh frozen plasma and platelet concen-
trates suspended in plasma are considered more infectious than
red cell concentrates), the presence of anti-HBs, and the recipient
immune status [35]. The neutralizing capacity of low anti-HBs may
be inefficient when overcome by high viral load. Satake et al. [36]
reported that blood components collected from OBI donors with
low levels of anti-HBc were more than 10 times less infectious than
units collected from donors in the WP of infection. Although the
OBI infectivity potential seems to be low, especially if anti-HBs is
present, rare transmissions causing acute liver failure have been re-
ported in immunosuppressed patients [37]. The OBIs are also
characterized by very low HBV DNA plasma load, mostly below
1,000 IU/ml and often below 100-10 IU/ml. At low HBV viral load,
pool testing is likely to be ineffective, and most of our OBI cases
would be missed on MP-NAT testing. Even the ID-NAT testing is
sometimes ineffective to detect titers below 95% limit of detection
of HBV-DNA in OBIs. Only testing in replicates enables higher
sensitivity as demonstrated by our archived sample analysis. Ac-
cording to our LB data, we found no evidence of any case of TTI
confirmed from OBI donors. Only two blood recipients had mark-
ers of the resolved HBV infection but it is hard to conclude on the
causal relationship since we did not have any data on their status
before the transfusion and the genome sequencing was not com-
pleted. The high residual risk for HBV TTT is predominantly influ-
enced by higher number of OBIs detected in the repeat donor pop-
ulation after introduction of ID-NAT. On the other hand, the ex-
tremely low residual risk for HCV TTI could be explained by the
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transfuzijsku medicinu, Hrvatskog druStva za biosigurnost i biozastitu te ISBT-a.
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SAZETAK

Okultna infekcija virusom hepatitisa B (OBI) u davatelja krvi naj¢es¢i je uzrok prijenosa virusa hepatitisa B
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davatelja krvi (DDK) Hrvatskog zavoda za transfuzijsku medicinu (HZTM), ukupnu te prema dobi, spolu i broju
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Eliminacijom svih anti-HBc pozitivnih trebalo bi nadoknaditi minimalno 1,32 % DDK-a.
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SUMMARY

Occult hepatitis B virus infection (OBI) in blood donors (BDs) is the most common cause of transmission
of hepatitis B (HBV) by blood products. OBI is defined as the presence of HBV DNA with no detectable surface
antigen, HBsAg, in blood, excluding the window period, with or without any specific HBV antibodies, and if the
antibodies are present (seropositive OBI), they are mostly specific antibodies to the core antigen, anti-HBc. The
efficiency of anti-HBc tests is sometimes greater than the efficiency of NAT (Nucleic Acid Testing) tests, in cases
of very low HBV DNA viral load, which approximately corresponds to the lower limit of sensitivity of the NAT
method. Those are mostly donors with less than HBY DNA 10 1U/mL of blood.

The objective of the proposed doctoral thesis was to determine the seroprevalence of anti-HBc, the
importance of determining anti-HBc in OBI, the prevalence of OBl among BDs and to evaluate the risk of
transmission of HBV including BDs with OBI. For this purpose archived samples of BDs of the Croatian Institute
of Transfusion Medicine (CITM) from 2004 (7561) and 2013 (7318) and prospectively in 2017 (5090) were
analyzed for the presence of anti-HBc and other HBV antibodies and viral DNA.

During the period 2004-2017, a significant 4-times decrease in anti-HBc prevalence in Croatian BDs from
5.24 % to 1.32 % was observed. Serological HBV profiles of anti-HBc positive BDs did not change significantly
during the study period: the shares of anti-HBs, anti-HBe, and anti-HBc-only positive BDs were equal in all three
testing years. There was no HBeAg or anti-HBc IgM positive BDs. The mean calculated avidity of anti-HBc 1gG
is 0.92 which indicates long-standing contact with HBV. The prevalence of anti-HBc in the population of BDs in
the CITM was 1:19 in 2013 and 1:76 in 2017 and is significantly higher than the prevalence of OBI BDs, which
was 1:11.213 in 2013 and 2017 1:30.932. The residual risk for 2004 is 1:14.925; for 2013 1:11.363; for 2017
1:83.333. The residual risk has a decline trend. No OBI infection among anti-HBc¢ positive BDs was detected in
this study. By deferring all anti-HBc positive donors, at least 1.32 % of BDs should be substituted.

The results of this work present original scientific contribution about the anti-HBc seroprevalence in BDs,
the incidence of OBI BDs and risk of transmission of HBV including blood products from OBI donors. Due to the
high consistency of anti-HBc in Croatian OBI BDs, a strategy of universal testing of BDs for this marker in
addition to existing HBsAg and ID-NAT screening in Croatia would represent an additional measure to prevent
HBV transmission by blood and blood components
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