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NOVOSTI U SEROLOSKOJ I MOLEKULARNO]J DIJAGNOSTICI
HEPATITISABIC

MARIO POLJAK, SNJEZANA ZIDOVEC LEPEJ'i OKTAVIJA PAKOVIC RODE!

Medicinski fakultet Sveucilista u Ljubljani, Institut za mikrobiologiju i imunologiju, Ljubljana, Slovenija i
'Klinika za infektivne bolesti “Dr. Fran Mihaljevi¢”, Zagreb, Hrvatska

Opisali smo glavne novosti u dijagnostici hepatitisa B i C kao dio hrvatskih smjernica za dijagnostiku i lije¢enje virusnih hepatitisa
2013. Dijagnostika akutnog i kroni¢nog hepatitisa B zapoc¢inje odredivanjem HBsAg, anti-HBc i anti-HBs. Ostale seroloske biljege
hepatitisa B treba odredivati tek u drugom koraku ako su nalazi HBsAg i/ili anti-HBc pozitivni. Pozitivan nalaz samo na anti-HBc
potrebno je obvezno nadopuniti odredivanjem HBV DNK. Kvantitativho odredivanje HBsAg treba se koristiti komplementarno s
odredivanjem HBV DNK za: (i) razlikovanje inaktivnog nositelja HBsAg od aktivnog kroniénog HBeAg-negativnog hepatitisa B u
bolesnika sa HBV DNK nizom od 2.000 IU/mL te za (ii) pracenje tijeka lijeGenja kroni¢nog hepatitisa B s pegiliranim interferonom-
alfa. Metoda PCR-a u stvarnom vremenu ostaje i dalje metoda izbora za detekciju i kvantifikaciju HBV DNK. Testiranje za HCV
zapocinje odredivanjem specifi¢nih protutijela probirnim enzimskim imunotestovima ili brzim testovima. Sve osobe s pozitivnim
probirnim anti-HCV testom treba testirati na prisutnost HCV RNK ili antigena virusne kapside. Potvrdne anti-HCV testove treba
koristiti samo kao dodatne testove koji ée potvrditi ili iskljuciti znacenje reaktivnih rezultata probirnih enzimskih imunotestova
u osoba koje su HCV RNK negativne. U pracéenju virusne kinetike tijekom trojne terapije hepatitisa C preporucuje se koristenje
molekularnih testova s identiénom donjom granicom detekcije (LLOD) te donjom granicom kvantifikacije. Odredivanje rezisten-
cije HCV-a na inhibitore proteaze nije dio obveznog dijagnosti¢kog praéenja bolesnika lije¢enih s trojnom terapijom. Ne postoje
dostatni dokazi o potrebi uvodenja subtipizacije HCV-a u obveznu predterapijsku obradu bolesnika s kroniénim hepatitisom C.
Genotip IL-28 je vazan prediktor SVR-a u bolesnika lije¢enih kombinacijom IFN i ribavirina kao i u bolesnika zarazenih genotipom
1 lijecenih trojnom terapijom. Genotipizacija IL-28B preporucuje se u predterapijskoj obradi bolesnika s kroniénim hepatitisom
C. Posebno je znacéajan dijagnostic¢ki parametar u terapijski-naivnih bolesnika s kroniénim hepatitisom C prilikom dvojbe dvojna
vs. trojna terapija.
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UVOD sa kao $to su Epstein Barrov virus i citomegalovirus te
ostale neinfektivne razloge upale jetre.

Virusni hepatitisi se ne mogu klini¢ki razlikovati pre-

ma etiologiji bolesti. Obi¢no zapoc¢inju prodromalnom
fazom s nekarakteristicnim simptomima, manifestira-
ju se povecanjem jetre i poviSenjem jetrenih enzima,
a samo dio bolesnika razvije vidljivu zuticu. Cesta je i
subklinicka slika bolesti. Poznajemo pet primarnih vi-
rusa hepatitisa A-E. Diferencijalno dijagnosticki treba
iskljuciti i druge moguce uzro¢nike virusnih hepatiti-

Utvrdivanje etiologije virusnih hepatitisa temelji se na
seroloskoj dijagnostici odnosno na odredivanju speci-
ficnih protutijela i/ili antigena u krvi bolesnika i rjede
uporabom molekularne dijagnostike odnosno odre-
divanjem prisutnosti virusnih nukleinskih kiselina u
krvi. Za dokazivanje aktivnosti virusa te za pracenje ti-
jeka i lije¢enja kroni¢nih hepatitisa danas upotreblja-
vamo uglavnom molekularne metode.
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Prve hrvatske nacionalne smjernice o seroloskoj di-
jagnostici virusnih hepatitisa objavljene su 2005. g. u
tematskom broju Casopisa Acta Medica Croatica (1).
Prve hrvatske nacionalne smjernice o molekularnoj
dijagnostici infekcije virusom hepatitisa C (HCV) i vi-
rusom hepatitisa B (HBV) objavljene su 2009. g. u te-
matskom broju ¢asopisa Acta Medica Croatica posve-
¢enom 1. hrvatskoj konsenzus konferenciji o virusnim
hepatitisima koja je odrzana u Zagrebu (2). S obzirom
na nedavni razvoj novih metoda za dijagnostiku te
pracenje tijeka i lijeCenja virusnih hepatitisa, te uvode-
nje novih nacina lijeenja postoji potreba dopune po-
stoje¢ih smjernica uz rekapitulaciju najvaznijih postu-
pnika. U ¢lanku smo na kratko opisali glavne novosti u
dijagnostici hepatitisa B i C predstavljene na sastanku
Radne skupine za izradu hrvatskih smjernica za dija-
gnostiku i lije¢enje virusnih hepatitisa 2013. odrzanom
28. veljace 2013. u Zagrebu. U ¢lanku su predstavlje-
ne samo novosti u dijagnostici infekcije s HBV-om i
HCV-om, a za klasi¢ni dijagnosti¢ki postupnik potreb-
no je konzultirati prethodne ¢lanke (1,2).

HEPATITIS B

Novosti u seroloskoj dijagnostici

U seroloskoj dijagnostici infekcije s HBV-om nema
novih parametara ili biljega koji bi znacajnije unapri-
jedili dijagnosticki postupak detaljno opisan u postu-
pniku 2005. godine (1). Od klasi¢nih seroloskih biljega
u posljednje su se dvije godine pojavile nove indikacije
samo za kvantitativno odredivanje HBsAg (3-6). Kvan-
titativno odredivanje HBsAg odnosno odredivanje
koncentracije HBsAg (u IU/mL seruma/plazme) ne
moze zamijeniti odredivanje koncentracije HBV DNK
u krvi, ali se preporucuje koristiti zajedno s odrediva-
njem koncentracije HBV DNK za dvije indikacije.

Prva indikacija je razlikovanje statusa inaktivnog no-
sitelja HBsAg od aktivnog kroni¢cnog HBeAg-negativ-
nog hepatitisa B u bolesnika s koncentracijom HBV
DNK manjom od 2.000 IU/mL (3,4). U bolesnika s
koncentracijom HBV DNK nizom od 2.000 IU/mL i
koncentracijom HBsAg nizom od 1.000 IU/mL najvje-
rojatnije se radi o inaktivnom nositelju HBsAg te pri
koncentraciji HBsAg visom od 1.000 IU/mL najvjero-
jatnije se radi o kroni¢cnom HBeAg-negativnom hepa-
titisu B. Unato¢ maloj koncentraciji HBV DNK u krvi
bolesnika, $to je visa koncentracija HBsAg, veca je vje-
rojatnost kroni¢nog HBeAg-negativnog hepatitisa B
(3,4).

Druga indikacija za kvantitativno odredivanje HBsAg
je pracenje tijeka lije¢enja kroni¢nog hepatitisa B
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(KHB) s pegiliranim interferonom-alfa (PEG IFN-al-
fa) (5,6). Tako se danas smatra da je najbolji pokazatelj
pozitivne prediktivne vrijednosti za izljecenje (gubitak
HBsAg) s PEG IFN-alfa u bolesnika s HBeAg-pozitiv-
nim hepatitisom B koncentracija HBsAg niza od 1.500
IU/mL u 12. tjednu lijecenja te u bolesnika s HBeAg-
negativnim hepatitisom B pad koncentracije HBsAg za
barem 0.5 log u 12 tjednu lije¢enja. Kao najbolji poka-
zatelj negativne prediktivne vrijednosti za izljecenje s
PEG IFN-alfa u bolesnika s HBeAg-pozitivnim hepati-
tisom B smatra se koncentracija HBsAg vi$a od 20.000
IU/mL u 12. tjednu lijecenja te u bolesnika s HBeAg-
negativnim hepatitisom B pad koncentracije HBsAg
manji od 0.5 log u prvih 12 tjedana lijecenja (5,6).

PREPORUKE

Inicijalna dijagnostika za dokazivanje akutnog i kro-
nicnog hepatitisa B zapocinje odredivanjem HBsAg, an-
ti-HBc i anti-HBs. Ostale seroloske biljege hepatitisa B
treba odredivati tek u drugom koraku; ako su nalazi
HBsAg i/ili anti-HBc pozitivni, dijagnostika se prosiruje
na odredivanje anti-HBc IgM, HBeAg i anti-HBe te po
potrebi i koncentracije HBV DNK.

Nakon reaktivnog rezultata HBsAg testa, njegovu pri-
sutnost je uvijek potrebno potvrditi potvrdnim testom
neutralizacije.

Pozitivan nalaz samo anti-HBc potrebno je obvezno
nadopuniti odredivanjem HBV DNK. Laboratoriji koji
rade hitnu predtransplantacijsku dijagnostiku trebali bi
imati mogucnost hitnog odredivanja HBV DNK.

Za rizicne populacije, u koje spadaju i zdravstveni rad-
nici, nakon provedenog cijeplienja za HBV treba obve-
zno odrediti koncentraciju anti-HBs.

Kvantitativno odredivanje HBsAg treba se koristiti kom-
plementarno odredivanjem HBV DNK za (i) razliko-
vanje statusa inaktivnog nositelia HBsAg od aktivnog
kroni¢nog HBeAg-negativnog hepatitisa B u bolesnika
s koncentracijom HBV DNK manjom od 2.000 IU/mL
te za (ii) pracenje tijeka lijecenja KHB s PEG IFN-alfa.

Novosti u molekularnoj dijagnostici

Smjernice za molekularnu dijagnostiku infekcije HBV-
om iz 2009. godine opisuju izbor metoda za kvantifi-
kaciju HBV DNK, genotipizaciju HBV-a i odredivanje
rezistencije HBV-a na antivirusne lijekove (2). U raz-
doblju od 2009. do 2013. godine nije bilo znacajnijih
promjena u molekularnoj dijagnostici HBV infekcije.
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PREPORUKE

Metoda PCR-a u stvarnom vremenu ostaje i dalje meto-
da izbora za detekciju i kvantifikaciju HBV DNK.

Metode izbora za odredivanje rezistencije HBV-a na la-
mivudin, telbivudin, entekavir, adefovir i tenofovir i da-
lje su: (1) metoda sekvenciranja nukleinskih kiselina i
(2) standardizirani test koji se temelji na kombinaciji
PCR-a i reverzne transkripcije (2,7). Pri odredivanju re-
zistencije HBV-a na antivirusne lijekove preporucuje se
analiza minimalne skupine mutacija: M204V/I, L180M,
A181T/V, N236T, 11691, V173L, M250V, T184G i
$2021/G (8).

S obzirom na visoku prevalenciju genotipa D u Hrvat-
skoj te na cinjenicu da genotip HBV-a ne utjece na te-
rapijski algoritam, genotipizacija HBV-a se za sada ne
preporucuje kao obvezni dio predterapijske obrade bo-
lesnika (8).

HEPATITIS C

Novosti u seroloskoj dijagnostici

Smjernice za serolosku dijagnostiku infekcije HCV-
om iz 2005. godine opisuju izbor metoda za serolos-
ku dijagnostiku, postupnik i naj¢e$¢e dileme i proble-
me u seroloskoj dijagnostici HCV (1). U razdoblju od
2005. do 2013. godine nije bilo znacajnijih promjena,
ali zbog dugog razdoblja i znacenja §to ranijeg otkriva-
nja zarazenih osoba, u ¢lanku navodimo detaljne pre-
poruke za serologku dijagnostiku HCV.

Jedini vazniji pomak u posljednjih nekoliko godina je
razvoj novih tehnologija koje omogucavaju brzu dija-
gnostiku HCV izvan standardnih zdravstvenih usta-
nova, tzv. testova point-of-care (POC) (9,10). Testovi su
jednostavni za koristenje, rezultat je dostupan za dva-
desetak minuta i izvoditi ih mogu i nezdravstveni dje-
latnici koji su prosli osnovnu edukaciju o izvodenju tih
testova (11). Prednost im je brzo dobivanje rezultata
koje je dostupno na mjestu izvodenja ¢ime se smanju-
je broj testiranih osoba koje ne dolaze po svoj nalaz.
Brzi test za odredivanje protutijela anti-HCV odobren
od ameri¢ke Food and Drug Administration (FDA)
OraQuick HCV Rapid Antibody Test (OraSure Techno-
logies Inc, Bethlehem, PA, USA) dostupan je i u Hrvat-
skoj. Izvoditi se moze iz razli¢itih uzoraka krvi (venska
krv, kapljica krvi iz prsta, serum, plazma), ali i iz oral-
ne tekuc¢ine koja se dobije uzimanjem obriska podru¢-
ja uz gingivu pripremljenim testnim jastuci¢em. Osjet-
ljivost testa OraQuick je 98-99 %, a specificnost 98-100
% (10). Ovi testovi, kao i standardni anti-HCV testovi

smatraju se probirnima i zahtijevaju dodatnu potvrdu
ako se radi o reaktivnom rezultatu.

PREPORUKE

Testiranje za HCV trebalo bi preporuciti svim osoba-
ma s poveéanim rizikom za HCV infekciju kao sto su
osobe rodene izmedu 1945. i 1965. godine, intravenskim
korisnicima droga, ali i onima koji su sporadicno kori-
stili drogu intravenski (makar samo jedanput), osoba-
ma koje su dobile koncentrate trombocita prije 1987. go-
dine, primateljima transfuzije ili solidnih organa prije
1992., osobama koje su bilo kada bile na hemodijalizi,
osobama s poznatom ekspozicijom za HCV kao $to su
zdravstveni radnici nakon ubodnog incidenta s HCV-
pozitivnom krvi, primateljima organa za koje je kasnije
utvrdeno da je darovatelj HCV-pozitivan, svim osoba-
ma zarazenim HIV-om i HBV-om, bolesnicima sa zna-
cima ostecenja jetre te djeci HCV-pozitivnih majki.

Testiranje za HCV zapocinje odredivanjem specificnih
protutijela probirnim enzimskim imunotestovima. Pro-
birni seroloski testovi najnovije generacije osim anti-
HCV prepoznaju i antigen virusne kapside. Kao probir-
ni testovi mogu se koristiti i brzi testovi za dijagnostiku
HCV izvan zdravstvenih ustanova. LaZno negativan na-
laz probirnog testa iznimno je moguc u imunokompro-
mitiranih ispitanika te kod akutnog hepatitisa C, u kojih
je ponekad potrebno odrediti i HCV RNK.

Pozitivan anti-HCV probirni test ukazuje da je osoba
bila u kontaktu s HCV, ali samo na temelju anti-HCV
protutijela ne moze se razluciti je li rije¢ o aktivnom ili
preboljelom hepatitisu C. Stoga je potrebno u takvih
bolesnika odmah uciniti testiranje na prisutnost HCV
RNK, bez prethodnog potvrdnog testiranja na anti-HCV.
Dokaz HCV RNK u serumu bolesnika odraz je aktivne
replikacije virusa u jetri, dakle znak aktivne infekcije.
Za dokaz preboljelog hepatitisa C, anti-HCV pozitivnog
bolesnika potrebno je testirati na prisutnost HCV RNK
najmanje dva puta tijekom 8-12 mjeseci. Ako je u oba
odredivanja HCV RNK negativna, podrazumijeva se da
je HCV infekcija spontano eliminirana. U svim spome-
nutim klinickim indikacijama moguce je umjesto HCV
RNK upotrebljavati i odredivanje antigena virusne kap-
side (engl. core antigen) ali je u slucaju negativnog re-
zultata, potrebno napraviti dodatno testiranje na HCV
RNK (12).

Metode za dokazivanje HCV RNK (ili antigena virusne
kapside) takoder se upotrebljavaju kao probirne metode
pri testiranju davatelja krvi u nekim razvijenim zemlja-
ma, za dokazivanje HCV infekcije u bolesnika na hemo-
dijalizi te u dojencadi anti-HCV pozitivnih majki.
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Potvrdne anti-HCV (RIBA, imunoblot) testove treba ko-
ristiti samo kao dodatne testove koji e potvrditi ili is-
kljuciti znacenje reaktivnih rezultata probirnih enzim-
skih imunotestova u osoba koje su HCV RNK negativne.

Novosti u molekularnoj dijagnostici

Nacionalne smjernice iz 2009. godine opisuju klini¢-
ku znacajnost i metodologiju genotipizacije HCV-a, te
detekcije i kvantifikacije HCV RNK (2). Odobrenje pr-
vih DAA (engl. ‘direct acting antivirals”), tj. inhibito-
ra NS3/4A proteaze HCV-a boceprevira i telaprevira
za klinicku primjenu 2011. g. znacajno je utjecalo na
podrudje molekularne dijagnostike HCV infekcije, po-
sebice u smislu potrebe preciznog definiranja granica
detekcije i kvantifikacije molekularnih testova koji se
koriste u pracenju virusne kinetike tijekom lijecenja.
Odredivanje mutacija povezanih s rezistencijom HCV-
a na boceprevir i telaprevir novo je podrucje moleku-
larne analize HCV-a koje ima vaznu ulogu u klinickim
i biomedicinskim istrazivanjima.

Tijekom 2009. i 2010. g. objavljeni su i rezultati Ceti-
ri GWAS istrazivanja (Genome-Wide Association Stu-
dies, GWAS) koja su pokazala biolosku i klini¢ku zna-
¢ajnost polimorfizama lokaliziranih u blizini gena koji
kodira sintezu IL-28B. Rezultati navedenih istrazivanja
ukazali su na potrebu uvodenja prvog farmakogenom-
skog testa u predterapijsku obradu bolesnika s kronic-
nim hepatitisom C (KHC).

Zbog svega navedenog nedvojbeno postoji potreba
osuvremenjivanja hrvatskih smjernica o molekular-
noj dijagnostici HCV. Nove nacionalne smjernice sa-
drze preporuke o: (i) izboru metode za kvantifikaciju
HCV RNK u bolesnika lijecenih kombinacijom PEG
IFN-alfa, ribavirina i inhibitora proteaze (boceprevir i
telaprevir), (ii) odredivanju rezistencije HCV-a na bo-
ceprevir i telaprevir, te (iii) farmakogenomskom testu
odredivanja polimorfizma promotora gena za IL-28B.

A) Kvantifikacija HCV RNK u bolesnika lijecenih
inhibitorima proteaze

Prema svjetskim i hrvatskim smjernicama iz 2009. g.,
metoda izbora za detekciju i kvantifikaciju HCV RNK
je PCR u stvarnom vremenu (engl. “real-time polyme-
rase chain reaction”) (2,13). S obzirom na iznimnu
osjetljivost, PCR testovi u stvarnom vremenu mogu
se primijeniti i kao kvalitativni (detekcija HCV RNK)
i kao kvantitativni testovi (odredivanje koncentraci-
je HCV RNK u IU/mL bioloskog uzorka). U klinickoj
se dijagnostici preporucuje isklju¢ivo primjena mole-
kularnih testova koje su odobrile European Medicinal
Agency (EMA) i americki FDA (2).
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U bolesnika lijecenih kombinacijom PEG IFN-alfa i
ribavirina, trajni virusoloski odgovor (SVR, “sustained
viral response”) definiran je kao nemjerljiva HCV RNK
u serumu bolesnika 6 mjeseci nakon zavr$etka lijece-
nja uz primjenu molekularnog testa s donjom grani-
com detekcije < 50 IU/mL (2,13).

Uvodenjem trojne terapije kombinacijom PEG IFN-
alfa, ribavirina i inhibitora proteaze uspostavljeni su
novi kriteriji osjetljivosti molekularnih testova koji se
koriste za pracenje virusne kinetike i procjenu uspje-
ha lije¢enja.

Donja granica detekcije (LLOD, “lowest level of detec-
tion”) molekularnih testova definirana je kao koncen-
tracija HCV RNK pri kojoj manje od 5 % bioloskog
uzorka koji sadrzi poznatu koli¢cinu HCV RNK stvara
nemjerljivi signal odnosno kao najmanja koncentraci-
ja HCV RNK koja se moze detektirati u uzorku s vje-
rojatno$c¢u od 95 % (7). Donja granica kvantifikacije
(LLOQ, “lowest level of quantification”) testa je najniza
koncentracija HCV RNK unutar validiranog kvantifi-
kacijskog raspona testa (7).

LLOD i LLOQ dijela komercijalno-dostupnih moleku-
larnih testova su identi¢ne (najc¢es¢e oko 12 IU HCV
RNK/mL). Medutim, dostupni su i testovi kod kojih
su LLOD i LLOQ razli¢ite. Ako se u pracenju virusne
kinetike tijekom lije¢enja KHC koriste testovi s razli-
¢itim LLOD i LLOQ, potrebno je precizno definirati
i adekvatno interpretirati klinicku znacajnost rezulta-
ta testova kod kojih je HCV RNK u seruma mjerljiva
(tj.iznad ili na granici LLOD) ali se ne moZe pouzdano
kvantificirati, jer je rezultat ispod granice LLOQ. Vaz-
nost pazljive interpretacije klini¢ke znacajnosti rezul-
tata molekularnih testova s razli¢itom LLOD i LLOQ
za HCV RNK dokazala je i analiza rezultata registra-
cijskih studija za boceprevir i telaprevir koje je prove-
la FDA (14-18). Naime, rezultati pracenja virusne ki-
netike tijekom individualnog pristupa lijecenju (RGT,
“response guided treatment”) u 17 % bolesnika lijece-
nih boceprevirom (nakon 8 tjedana lijecenja, tj. 4 tjed-
na primjene boceprevira) te u 28 % bolesnika lijecenih
telaprevirom (nakon 4 tjedna lije¢enja) pokazali su da
je “HCV RNK bila mjerljiva no ispod LLOQ” (18). Po-
stotak bolesnika s “mjerljivom HCV RNK koja je bila
ispod LLOQ” koji su u konac¢nici postigli SVR bio je
statisticki znacajno nizi (za 5-20 %) u odnosu na bole-
snike koji su u navedenim razdobljima pracenja imali
“nemjerljivu HCV RNK” u serumu. Stoga FDA prepo-
rucuje da se tijekom RGT-a kao kriterij uspjeha troj-
ne terapije koristi isklju¢ivo dokaz nemjerljive viremi-
je (19,20).

S obzirom na jednostavniju interpretaciju rezultata, u
pracenju virusne kinetike tijekom trojne terapije pre-
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porucuje se kori$tenje molekularnih testova s identic-
nim LLOD i LLOQ za HCV RNK.

U bolesnika lije¢enih inhibitorima proteaze, detekcija/
kvantifikacija HCV RNK primjenjuje se: (i) u pracenju
virusne kinetike tijekom RGT- a, (ii) kao kriterij preki-
da lije¢enja inhibitorima proteaze (eng. “futility rules”),
(iii) u svrhu procjene postizanja odgovora na kraju li-
je¢enja (ETR ili EOT ili ETVR - u literaturi se koriste
sve tri kratice, “end of treatment response”) i (iv) u svr-
hu procjene postizanja SVR-a (tablica 1).

Odredivanje virusne kinetike u bolesnika lije¢enih in-
hibitorima proteaze tijekom RGT-a temelji se iskljuci-
vo na molekularnim testovima s LLOQ <25 IU/mL i
LLOD u rasponu od 10-15 IU/mL. Algoritam pracenja
viremije u odredenim vremenskim toc¢kama tijekom
lije¢enja boceprevirom odnosno telaprevirom detaljno
je prikazan u radu Vince i sur. (21).

Znacajno je istaknuti da se tijekom pracenja virusne
kinetike, tj. procjene potrebe prekida lijecenja inhibi-
torima proteaze (“futility rules”) po prvi puta pojavlju-
ju nove ciljne vrijednosti viremije u serumu (100 od-
nosno 1.000 IU HCV RNK/mL za boceprevir odnosno
telaprevir). Lijecenje s PEG IFN-alfa, ribavirinom i bo-
ceprevirom prekida se u bolesnika u kojih je viremija
>100 IU/mL nakon 12 tjedana lijecenja i mjerljiva na-
kon 24 tjedna lijecenja uz primjenu molekularnog te-
sta s LLOD od 10-15 IU/mL. Lijecenje s PEG IFN-alfa,
ribavirinom i telaprevirom prekida se ako je viremija
>1.000 IU/mL nakon 4 ili 12 tjedana i mjerljiva nakon
24 tjedna lijecenja.

FDA razli¢ito definira granice osjetljivosti testova
koji se koriste za procjenu ETR-a i SVR-a. Za procje-
nu ETR-a potrebno je koristiti molekularne testove s
LLOD urasponu 10-15 IU/mL. SVR u bolesnika lijece-

nih inhibitorima proteaze definiran je kao nemjerljiva
HCV RNK 6 mjeseci nakon zavrsetka lijecenja primje-
nom molekularnog testa s LLOQ koji je <25 IU/mL.

PREPORUKE

Odpredivanje virusne kinetike u bolesnika lijecenih inhi-
bitorima proteaze kod kojih se primjenjuje individualni
pristup lijecenju temelji se na molekularnim testovima s
LLOQ <25 IU/mL i LLOD u rasponu od 10-15 IU/mL.
S obzirom na jednostavniju interpretaciju rezultata, u
pracenju virusne kinetike tijekom trojne terapije prepo-
rucuje se koristenje molekularnih testova s identicnim
LLOD i LLOQ.

B) Odpredivanje rezistencije HCV-a na boceprevir i
telaprevir i znacajnost subtipizacije virusa

Molekularna heterogenost HCV-a, tj. postojanje ra-
zli¢itih populacija virusnih kvazispecijesa u zarazenih
osoba jedno je od najvaznijih obiljezja ove infekcije in
vivo (22). Molekularnoj heterogenosti HCV-a prido-
nose intenzivna replikacija virusa (nastanak i do 10"
viriona dnevno u zaraZene osobe), kratko vrijeme po-
luzivota viriona (2-3 h) i visoka stopa mutacija RNK-
ovisne RNK polimeraze NS5B koja nema aktivnost 3’5’
egzonukleaze (engl. proofreading activity). Procjenjuje
se da stopa mutacija genoma HCV-a iznosi 10~ supsti-
tucija nukleotida po lokusu tijekom 1 godine. Cimbe-
nici koji su vazni za molekularnu heterogenost HCV-a
imaju znacajnu ulogu u razvoju rezistencije HCV-a na
inhibitore proteaze (23).

Ciljna struktura djelovanja boceprevira i telaprevira je
virusni enzim NS3/4A. Enzim NS3 (67 kD) jedan je od

Tablica 1.

Algoritam primjene molekularnih testova za detekciju/kvantifikaciju HCV RNK tijekom lijecenja s PEG IFN-alfa, ribavirinom i
inhibitorima proteaze

Detekcija/kvantifikacija HCV RNK Boceprevir

Telaprevir

Individualni pristup lijeGenju

(RGT, “response-guided therapy”)
primjena molekularnih testova s LLOQ
<25 |U/mL i LLOD 10-15 IU/mL

tjedna lijecenja

Nemijerljiva HCV RNK nakon 6 i 24

Nemijerljiva HCV RNK nakon 4 i 12
tjedana lijeCenja

Kriterij prekida lijeCenja (“futility rules”)
tjedana lije¢enja

lijeCenja

- HCV RNK = 100 IU/mL nakon 12
- mjerljiva HCV RNK nakon 24 tjedna

- HCV RNK >1.000 IU/mL nakon 4 i 12
tjedna lijecenja

- mjerljiva HCV RNK nakon 24 tjedna
lijeCenja

Odgovor na kraju lije¢enja (ETR ili EOT
ili ETVR “end of treatment response”)

Nemijerljiva HCV RNK
(molekularnim testom s LLOD 10-15 1U/mL)

Trajni virusolo$ki odgovor
(SVR, “sustained virological response”)

HCV RNK < LLOQ molekularnog testa 24 tjedna nakon ETR
(primjena testova s LLOQ<25IU/mL)

* modificirano prema Kwo P. Understanding optimal use and interpretation of assays in HCV (Clinical Care Options)

**LLOD (lowest level of detection), LLOQ (lowest level of quantification)
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nestrukturnih proteina HCV-a koji u N-terminalnom
dijelu molekule iskazuje aktivnost serinske proteaze
dok na C-terminalnom dijelu molekule iskazuje aktiv-
nosti NTPase i helikaze (24). NS3 proteaza nalazi se
unutar endoplazmatskog retikuluma zarazene stanice i
stvara heterodimerski kompleks s membranskim pro-
teinom NS4A koji djeluje kao njezin kofaktor. NS3/4A
proteaza, zajedno s drugim virusnim i stani¢nim pro-
teazama, cijepa virusni poliprotein koji sadrzi 3.000
aminokiselina na 10 manjih strukturnih i nestruktur-
nih virusnih proteina (23).

Mutacije povezane s rezistencijom HCV-a na inhibi-
tore proteaze nalaze se u regiji gena koja kodira sinte-
zu enzimski aktivnih dijelova NS3/4A proteaze. U vi-
rionima s mutiranom NS3/4A proteazom, boceprevir
i telaprevir ne mogu sprijeciti procesuiranje virusnih
poliproteina te se, usprkos prisutnosti lijekova, nastav-
lja sinteza virusnih proteina te formiranje novih viri-
ona (23).

S obzirom na to da tijekom Zivotnog ciklusa HCV-a ne
dolazi do integracije virusne nukleinske kiseline u sta-
ni¢ni genom te da postoji mogucnost eradikacije viru-
sa, bioloska i klinicka znacajnost rezistencije HCV-a na
inhibitore proteaze je ogranicena (23,24).

Genetska barijera HCV-a za rezistenciju na inhibi-
tore NS3/4A proteaze relativno je niska. Dosadasnja
istrazivanja pokazuju da je genetska barijera subtipa
HCV-a 1a za rezistenciju na inhibitore proteaze zna-
¢ajno niza (zahtijeva supstituciju samo 1 nukleotida)
od genetske barijere subtipa 1b za rezistenciju. Klini¢-
ku znacajnost razlic¢itih genetskih barijera za rezisten-
ciju subtipova la i 1b indirektno pokazuje i podatak
da je postotak bolesnika zarazenih subtipom 1a koji su
postigli SVR tijekom lije¢enih boceprevirom (53 % do
64 %) bio nizi u odnosu na bolesnike zarazene subti-
pom 1b (66-73 %) (19).

In vitro, boceprevir i telaprevir iskazuju znacajnu kriz-
nu rezistenciju, a bioloska znacajnost mutacija pove-
zanih s rezistencijom takoder ovisi o subtipu virusa.
Testovi na stani¢nim kulturama (HCV replikoni) po-
kazali su da mutacije koje najces¢e nastaju u subtipu
la uzrokuju znacajno vecu fenotipsku rezistenciju na
inhibitore proteaze (primjerice smanjenje osjetljivosti
na boceprevir 5-16 puta u odnosu na divlji tip viru-
sa) u usporedbi s mutacijama koje su uobicajene u bo-
lesnika zarazenih subtipom 1b (smanjenje osjetljivosti
2-4 puta) (23,25).

Tako je bioloska znacajnost subtipova HCV-a u nastan-
ku rezistencije HCV-a na inhibitore proteaze nedvoj-
bena, za sada ne postoji potreba uvodenja subtipizaci-
je HCV-a u obveznu predterapijsku obradu bolesnika
s KHC.
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Primarna rezistencija HCV-a na telaprevir prisutna je
1 0,6-1,2 % bolesnika zarazenih subtipom 1a i naj¢esce
se povezuje s mutacijama R155K i V36M (26). U neli-
jecenih bolesnika zarazenih subtipom 1b, kvazispecije-
si s mutacijama T54A,V36A i A156T koje uzrokuju re-
zistenciju na telaprevir vrlo su rijetke (mutacije A156S
i V36M otkrivene u 0,07 % bolesnika, mutacija T54S u
2,1 % bolesnika) (26). Primarna rezistencija HCV-a na
boceprevir u bolesnika zarazenih genotipom 1la najce-
$¢e se povezuje s mutacijama V36M, T54S, R155K (27).
U nelijecenih bolesnika zarazenih subtipom HCV-a 1b
najce$ce se javljaju mutacije T45A, V55A, A156S i I/
V170A koje uzrokuju rezistenciju na boceprevir no
prevalencija primarne rezistencije je vrlo niska (27).
Prema dosadas$njim rezultatima, postojanje primarne
rezistencije nije znacajnije utjecalo na ishod lijecenja
boceprevirom i telaprevirom.

Medutim, pojava sekundarne rezistencije HCV-a na
boceprevir i telaprevir (rezistencija u lije¢enih osoba)
povezana je s neuspjehom lije¢enja. Naime, rezistentni
kvazispecijesi dokazani su genotipizacijskim testom u
80-90 % bolesnika u kojih je doslo do virusnog proboja
(engl. “virological breakthrough”) i kod relapsera (28).
U ovim je istrazivanjima za detekciju rezistentnih kva-
zispecijesa u klinickim istrazivanjima kori$teno stan-
dardno “population-based” sekvenciranje s razinom
detekcije rezistentnih kvazispecijesa od oko 20 %.

Prevalencija sekundarne rezistencije analizirana je u
klini¢kim pokusima faze 3 primjene boceprevira i tela-
previra (28). Sekundarna rezistencija dokazana je u 16
% bolesnika lije¢enih boceprevirom (14). U prethod-
no nelijecenih bolesnika prevalencija sekundarne rezi-
stencije na telaprevir iznosila je 12 %, dok je u bolesni-
ka koji su prethodno bili lijeceni iznosila 22 % (16,17).

Longitudinalno pracenje perzistencije mutacija po-
vezanih s rezistencijom HCV-a na boceprevir u bo-
lesnika iz faze 2 klini¢kog istrazivanja pokazuje da se
rezistentni kvazispecijesi mogu detektirati u 43 % bo-
lesnika nakon razdoblja pracenja od 2 godine (28). U
bolesnika uklju¢enih u fazu 3 klini¢kog pokusa lijece-
nja telaprevirom, mutacije povezane s rezistencijom
mogu se dokazati u 40 % bolesnika nakon medijana
razdoblja pracenja od 45 tjedana (28,29).

Literaturni podatci pokazuju da duzina perzistenci-
je mutacija povezanih s rezistencijom na boceprevir i
telaprevir ovisi o virusnom fitnesu, vrsti mutacije i o
subtipu HCV-a. Primjerice, u bolesnika lijec¢enih tela-
previrom koji su zaraZeni subtipom 1la, medijan vre-
mena do gubitka mutacije V36M iznosio je 6 mjeseci,
dok je za gubitak mutacije R155K najcesce bilo po-
trebno 10 mjeseci (za obje mutacije oko 13 mjeseci).
U bolesnika zarazenih subtipom 1b, medijan vremena
poluzivota rezistentnih kvazispecijesa bio je kraci u us-
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poredbi sa subtipom 1a (3 mjeseca za najces$¢e mutaci-
je T54A,V36A 1 A1586T te 9 mjeseci za rjede mutacije
A156S) (29). Dodatna longitudinalna analiza (medi-
jan vremena pracenja 29 mjeseci, raspon 7-49 mjeseci)
u bolesnika kod kojih lijec¢enje telaprevirom nije bilo
uspjesno pokazala je da na kraju razdoblja 85 % bole-
snika viSe nema rezistentne kvazispecijese (30). Brzi-
na nestanka rezistentnih kvazispecijesa ovisi i o vrsti
mutacije. Primjerice, na kraju razdoblja pracenja rezi-
stentni kvazispecijesi s mutacijom T54A nisu se vise
mogli detektirati u 94 % bolesnika ali naj¢es¢a muta-
cija R155K bila je detektabilna u ¢ak 32 % bolesnika.
Longitudinalno pracenje brzine nestanka rezistentnih
kvazispecijesa u bolesnika kod kojih lije¢enje bocepre-
virom nije bilo uspjesno pokazuje da se mutacije pove-
zane s rezistencijom mogu dokazati u samo 20 % bole-
snika nakon razdoblja pracenja od 6 do14 mjeseci (31).

Na temelju dosadasnjih spoznaja, odredivanje rezi-
stencije HCV-a na inhibitore proteaze ne moze se pre-
poruciti kao obvezni dio pracenja bolesnika lije¢enih s
PEG IFN-alfa, ribavirinom i inhibitorima proteaze jer
dokaz rezistentnih kvazispecijesa nema utjecaja na al-
goritam lijecenja. Medutim, nedvojbena je potreba za
novim istrazivanjima bioloskih mehanizama i klinicke
znacajnosti rezistencije HCV-a na boceprevir i telapre-
vir te moguceg utjecaja na primjenu novih generacija
inhibitora proteaze.

PREPORUKE

Odredivanje rezistencije HCV-a na inhibitore proteaze
nije dio obveznog dijagnostickog pracenja bolesnika li-
jecenih PEG IFN-alfa, ribavirinom i inhibitorima pro-
teaza no iznimno je znacajan dio klinickih istrazivanja
u ovom podrudju.

Ne postoje dostatni dokazi o potrebi uvodenja subtipiza-
cije HCV-a u obveznu predterapijsku obradu bolesnika s
kroni¢nim hepatitisom C.

C) Farmakogenomski test odredivanja polimorfizma
promotora gena za IL-28B

Interleukin-28B  (IL-28) ili interferon-lambda 3
(IFN-A3) je citokin koji se, zajedno s IL-29 (IFN-A1) i
IL-28A (IFN-A2) ubraja u IFN tipa III tj. IFN-A (32,33).
IFN-A ubrajaju se u porodicu IL-10 i njemu sli¢nih ci-
tokina, iako su bioloski i funkcionalno (posebno u smi-
slu antivirusnog uc¢inka) znacajnije povezani s IFN tipa
I. Interferoni klase I i III sintetiziraju se nakon virusne
infekcije i iskazuju snazan antivirusni u¢inak (Kotenko
2011). In vitro i in vivo istrazivanja su pokazala odre-
dene razlike u antivirusnom ucinku IFN klase I i III

koje se povezuju s razlikama u kinetici aktivacije inter-
feronom-inducibilnih gena ¢iji proteinski produkti in-
hibiraju pojedine faze zivotnog ciklusa razlic¢itih viru-
sa kao i s razli¢itim obrascem distribucije receptora za
ove dvije skupine citokina (34).

Geni koji kodiraju sintezu IFN-A nalaze se u klaste-
ru na humanom kromosomu broj 19 i imaju 4 intro-
na koji se nalaze na pozicijama (s obzirom na okvir ¢i-
tanja proteina) koje su konzervirane u genima za sve
molekule iz porodice IL-10-sli¢nih citokina (34).

Prva istrazivanja o biomedicinskom znacenju po-
limorfizma pojedina¢nih nukleotida (SNPs, “single
nucleotide polymorphisms”) u HCV infekciji objavljena
su2009.12010. g. (35-38). Cetiri neovisna GWAS istra-
zivanja pokazala su znacajnu povezanost izmedu pri-
sutnosti SNP-a rs12979860 i rs809917 koji se nalaze u
blizini gena za IL-28B (IFN-A3) i ucestalosti spontane
eliminacije virusa te ishoda lijecenja KHC s PEG IFN-
alfa i ribavirinom (35-38).

U osoba koje su spontano eliminirale HCV, ucestalost
CC genotipa SNP-a rs12979860 u blizini gena za IL-
28B bila je dvostruko vec¢a u usporedbi s osobama u
kojih je uspostavljena kroni¢na infekcija (35,39).

Ge i sur. su analizirali rezultate lije¢enja PEG IFN-alfa
2a ili PEG IFN-alfa 2b i ribavirinom vie od 1.000 bo-
lesnika s KHC zarazenih genotipom 1 HCV-a i poka-
zali da je u homozigota za SNP rs12979860 C/C uce-
stalost postizanja SVR-a dvostruko vec¢a u odnosu na
T/T homozigote za isti SNP (35). Ucestalost postiza-
nja SVR-a u SNP-u 512979860 C/T heterozigota bila
je nesto veca u odnosu na T/T homozigote. U istom su
istrazivanju Ge i sur. pokazali da se znacajno niZi po-
stotci bolesnika crne rase koji su postigli SVR u odno-
su na bolesnike bijele rase (za oko 50%) mogu povezati
sa znacajno nizom ucestalosti rs12979860 C/C homo-
zigota u crnaca (35).

Thompson i sur. su takoder analizirali vecu udestalost
postizanja SVR-a u bolesnika s KHC zarazenih genoti-
pom 1 lije¢enih PEG IFN-alfa i ribavirinom s obzirom
na detekciju Cili T alela na poziciji SNP rs12979860 (40).
Rezultati ovog istrazivanja pokazali su da je SVR doka-
zan u 69 % bolesnika koji su bili C/C homozigoti za SNP
rs12979860. Postotak SVR-a u C/T heterozigota i T/T
homozigota za SNP rs12979860 bili su znacajno manji
(33 %127 %) u usporedbi s C/C homozigotima (40).

U bolesnika bijele rase, SVR je postignut u 69 % C/C
homozigota, 33 % C/T heterozigota i 27 % T/T homo-
zigota za SNP rs12979860. U bolesnika crne rase, SVR
je postignut u 48 % C/C homozigota, 15 % C/T hetero-
zigota i 13 % T/T homozigota za SNP rs12979860 $to
je u skladu s rezultatima Ge i sur. (35).
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Dosadasnja su istrazivanja pokazala se je IL-28B bolji
prediktor SVR-a u bolesnika lije¢enih PEG-IFN-alfa i
ribavirinom u usporedbi s viremijom u serumu prije
zapocinjanja lijecenja, stupnjem fibroze, dobi i spolom
bolesnika (28,40-42). Prediktivna vrijednost genotipa
IL-28 veca je u bolesnika zarazenih genotipom 1 HCV-
a u odnosu na bolesnike s genotipovima HCV-a 2 i 3
(40,41). Detekcija T ili G alela na poziciji rs80999917
SNP-a u blizini gena za IL-28B takoder je koristan pre-
diktor SVR-a (T je genotip koji ukazuje na povoljan is-
hod lije¢enja) (36,37).

U bolesnika lije¢enih boceprevirom i telaprevirom, ge-
notip IL-28 je takoder znacajan prediktor postizanja
SVR-a no potrebna su dodatna istrazivanja kako bi se
moglo pouzdanije procijeniti klini¢ku korisnost odre-
divanja ovog polimorfizma (posebice u relapsera kod
kojih je vjerojatniji T/T genotip) (28,42).

U bolesnika bijele rase koji su bili uklju¢eni u klini¢ko
istrazivanje SPRINT 2 (lijecenje boceprevirom tijekom
48 tjedana), SVR je postignut u 80 % C/C homozigo-
ta, 59 % T/T homozigota te u 71% C/T heterozigota za
rs12979860 (14). U bolesnika bijele rase koji su lije¢eni
telaprevirom tijekom 12 tjedana (klinic¢ko istrazivanje
ADVANCE), SVR je postignut u 90 % CC homozigo-
ta, 73 % T/T homozigota te u 71 % C/T heterozigota za
r$12979860 (16).

Genotip IL-28B je takoder znacajan prediktor virusne
kinetike tijekom individualnog pristupa lije¢enju inhi-
bitorima proteaze. U prethodno nelijecenih bolesnika
bijele rase u klinickom istrazivanju SPRINT 2, kriterij
za RGT u osmom tjednu lijecenja postignut je u 89 %
C/C homozigota, no samo u 52 % bolesnika s T/T ili
C/T genotipovima (14). U prethodno nelijecenih bole-
snika bijele rase uklju¢enih u klinicko istrazivanje AD-
VANCE, eRVR je postiglo 78 % C/C homozigota, 57 %
heterozigota te 45 % T/T homozigota (16).

Biologka i klinicka znacajnost genotipa IL-28B doka-
zana je i u bolesnika s HIV/HCV koinfekcijom (43).

Genotip IL-28 je vazan prediktor postizanja SVR-a ti-
jekom dvojne i trojne terapije KHC te vazan prediktor
virusne kinetike u bolesnika lije¢enih RGT-om (indi-
vidualni pristup lijecenju) (28,42). Stoga se genotipiza-
cija IL-28B preporucuje u predterapijskoj obradi bo-
lesnika s KHC. Genotip IL-28B posebno je znacajan
dijagnosticki parametar u terapijski-naivnih bolesni-
ka s KHC prilikom dvojbe dvojna vs. trojna terapija.
U slucaju dokaza T/T genotipa te u bolesnika sa C/C
genotipom i cirozom, visokom koncentracijom HCV
RNK i drugim ¢imbenicima slabog odaziva na terapiju
preporucuje se trojna terapija (44).
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PREPORUKE

Genotip IL-28 je vazan prediktor SVR-a u bolesnika li-
jecenih kombinacijom IFN i ribavirina kao i u bolesni-
ka zaraZenih genotipom 1 lijecenih trojnom terapijom.
Stoga se genotipizacija IL-28B preporucuje u predtera-
pijskoj obradi bolesnika s KHC. Genotip IL-28B poseb-
no je znacajan dijagnosticki parametar u terapijski-na-
ivnih bolesnika s KHC prilikom dvojbe dvojna vs. trojna
terapija.
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SUMMARY

RECENT DEVELOPMENTS IN SEROLOGIC AND MOLECULAR DIAGNOSIS OF
HEPATITIS B AND C

M. POLJAK, S. ZIDOVEC LEPEJ'and O. PAKOVIC RODE!

School of Medicine, University of Ljubljana, Institute of Microbiology and Immunology, Ljubljana, Slovenia,
and 'Dr. Fran Mihaljevi¢ University Hospital, Zagreb, Croatia

The 2013 Update of the Croatian Guidelines for the Diagnosis and Treatment of Viral Hepatitis summarizes recent developments
in the diagnosis of hepatitis B and C. Determination of HBsAg, anti-HBc and anti-HBs is the initial step in the diagnostic workup
of acute and chronic hepatitis B. Other hepatitis B serologic markers should be analyzed in the second stage of the diagnostic
workup in HBsAg and/or anti-HBc positive patients. A positive anti-HBc finding should be followed by HBV DNA quantification.
HBsAg quantification is complimentary to the HBV DNA quantification and is used: (i) to differentiate between inactive HBsAg
carriers and active chronic HBeAg-negative hepatitis B in patients with HBV DNA <2000 IU/mL; and (i) for treatment monitoring in
patients with chronic hepatitis B receiving pegylated interferon-alpha. Real-time PCR remains the method of choice for detection
and quantification of HBV DNA. The first step in HCV testing is determination of specific antibodies via screening assays, enzyme
immunoassays or point-of-care assays. All persons with positive results of anti-HCV screening assays should be additionally
tested for HCV RNA or presence of HCV viral capsid antigen. Confirmatory anti-HCV assays should be used as additional assays
for confirmation of reactive results obtained by screening enzyme immunoassays in HCV RNA-negative persons only. Molecular
assays with identical lower limit of detection (LLOD) and lower limit of quantification are recommended for monitoring of viral
kinetics during chronic hepatitis C triple therapy. HCV resistance testing to protease inhibitors is not part of the recommended
diagnostic monitoring of patients receiving triple therapy. HCV subtyping is currently not recommended as part of pretreatment
diagnostic algorithm due to currently insufficient evidence on its clinical usefulness. IL-28 genotype is an important predictor of
SVR in patients treated with a combination of interferon-alpha and ribavirin as well as in patients with HCV genotype 1 receiving
triple therapy. IL-28B genotyping is recommended as part of pretreatment diagnostic workup in patients with chronic hepatitis C
and is a particularly important parameter for recommending double versus triple therapy in treatment-naive patients with chronic
hepatitis C.
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