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Strucni rad

Uvod: Uspjesnost transplantacije i prezivljavanja presatka usko su povezani s
odsustvom infekcije u primatelja. Infekcija primatelja je posljedica infekcije
presatkom, reaktivacije latentnih infekcija primatelja, nozokomijalnih infekcija
i kasnije, zbog dozivotne imunosupresije infekcija iz okoline.

Hrvatski zavod za transfuzijsku medicinu (HZTM) od 2006. provodi obvezna
testiranje donora organa (DO) na uzro¢nike krvlju prenosivih bolesti (24h/7
dana) za potrebe cijele Hrvatske.

Materijal i metode: U razbodlju od 5.11.2006. — 31.12.2012. ispitano je u
HZTM 642 uzoraka plazme DO pri c¢emu su koriSteni testovi Abbott — Architect
i bioMerieux — Vidas. U ovom radu analizirani su kvaliteta uzorka, brzina i
rezultati testiranja na biljege infekcije virusima humane imunodeficijencije 112
(HIV), virusima hepatitisa B (HBV) i C (HCV), citomegalovirusom (CMV),
Epstein-Barr virusom (EBV), T. pallidum i T. gondii.

Rezultati: Seroprevalencija EBV, CMV i T. gondii o¢ekivano je visoka i iznosi
96,8 %, 92 % 171 %. HIV pozitivnih medu DO nije bilo, a biljege HBV infekci-
je, HBsAg i antitijela na HBcAg (anti-HBc) imalo je 0,5 % odnosno 8,9 % DO.
U 1,3 % ispitanih dokazan je HCV antigen, a antitijela na virus hepatitisa C (an-
ti-HCV) bila su pozitivna u njih 1,6 %. Ucestalost treponemskih antitijela bila je
0,8 %. 2,5 % uzoraka bilo je razrijedeno vise od 50 %, a prosjecno vrijeme testi-
ranja DO bilo je 2,04 sata.

Zakljucak: Rezultati testiranja DO upucuju na primjerenost odabranih testova
i algoritama testiranja kao i metoda selekcije DO u donorskim bolnicama, a
prevalencije patogena sukladne su epidemiolosSkim karakteristikama opce po-
pulacije.

Analysis and the results of serological testing of Croatian organ donors
from 2006 to 2012
Professional paper

Introduction: The success of transplantation and graft survival are closely
related to the absence of infection in transplant recipients through infected graft,
reactivated recipient's latent infections, nosocomial infections and community
acquired infections.

Since 2006, the Croatian Institute of Transfusion Medicine has been providing
mandatory testing of organ donors (OD) for bloodborne pathogens (24/7) for the
entire country.

Materials and methods: In the period from 5.11.2006. to 31.12.2012. a total of
642 organ donor plasma samples were tested by means of Abbott— Architect and
bioMerieux — Vidas tests. In this paper, the quality of samples measured against
rate of dilution, turnaround time and prevalence of human immunodeficiency
virus (HIV), hepatitis B virus (HBV), hepatitis C virus (HCV), cytomegalovirus
(CMV), Epstein-Barr virus (EBV), T. pallidum and T. gondii markers were
analyzed.

Results: Seroprevalence of EBV, CMV and Toxoplasma gondii was as high as
expected (96.8 %, 92 % and 71 %, respectively). There were no HIV positive OD,
while in 0.5 % HBsAg, in 8.9 % anti-HBc, in 1.6 % anti-HCV, in 1.3 % HCV Ag
and in 0.8 % T. pallidum Ab were found positive. 2.5 % of the samples were
diluted by more than 50 % and the average testing time per OD was 2.04 hours.

Conclusion: The results indicate the adequacy of organ donor selection
methods in donor hospitals, appropriate tests and testing algorithms used. The
prevalence of pathogens is in accordance with epidemiological characteristics
of the general population.
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Uvod

Transplantacija je najucinkovitiji oblik lije¢enja otka-
zivanja funkcije organa. U odrzavanju presatka primjenju-
je se trajna imunosupresivna terapija koja kao komplikaci-
ju nosi opasnost od infekcije i malignih bolesti. Infekcije,
najcesce virusne, koje se jave tijekom imunosupresije
mogu dovesti do gubitka tolerancije i izazvati odbacivanje
presatka, zbog Cega je otkrivanje i sprecavanje infekcije
vazan dio transplantacijskog postupka [1 —3].

Nekoliko je izvora infekcije primatelja organa:

— organ odnosno donor organa (DO)

— sam primatelj (latentne infekcije Cesto specificne za

bolestan organ)

— infekcije povezane s boravkom u bolnici i medicin-

skim zahvatima (nozokomijalne infekcije)

— okolina i kontakti tijekom Zivota nakon transplan-

taciji.

Medu infekcijama najucestalije su bakterijske infekci-
jekoje se pojavljuju kod primatelja svih organa, a najvise u
primatelja jetre i pluca, 33 — 68 %. Od virusnih je to infek-
cija citomegalo-virusom (CMV) posebno medu prima-
teljima domino presadaka: plu¢a/srce ili bubreg/pankreas,
50—75 %. Ostale postransplantacijske infekcije specifiéne
za organ su: za bubreg herpes simplex virus infekcije
(HSV) 53 %, za pankreas Candida spp. 32 %, dok su in-
fekcije micelijskim gljivama ucestalije kod primatelja
domino presadaka pluca/srce, 3 — 19 %. Pojava postrans-
plantacijskih infekcija korelira s kirurskim komplikacija-
ma, stupnjem imunosupresije i izloZenosti infekciji pove-
zanom s epidemioloskim karakteristikama okoline prima-
telja. Od vaznosti su i latentne infekcije donora i primatelja
poput tuberkuloze, herpesvirusnih infekcija, infekcije
parazitima, a koje se reaktiviraju pod imunosuopresijom
[1,3].

Prijenos infekcije s donora na primatelja je rijedak i u
postransplantacijskim komplikacijama ima mali udio, oko
1 %, sto se tumaci dobrom selekcijom donora, obveznim
testiranjem na zarazne bolesti i preventivnim djelovanjem
[4, 5].

Opasnost prijenosa akutne zaraze s donora na primate-
lja postoji i kada se testiranjem biljega infekcije dobije
negativan rezultat (window period infekcije i okultne in-
fekcije) ili se kod donora prisutna zaraza za koju nije pred-
videno obvezno testiranje ne uo¢i. Obvezno je tako kod
donora s poviSenom temperaturom napraviti hemokulturu
i urinokulturu u isklju¢ivanju virulentnih bakterija poput
Staphylococus aureus ili Pseudomonas aeruginosa. U lite-
raturi su opisani slucajevi prijenosa mnogih uzro¢nika
prikazanih u tablici 1 [6].

Nozokomijalne infekcije uglavnom obuhvacaju tesko
ljecive rezistentne sojeve bakterija poput meticilin rezis-
tentnog Staphyloccocus aureus (MRSA) ili vankomicin
rezistentnog enterokoka, flukonazol rezistentne Candida
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Tablica 1. Uzrocnici preneseni transplantacijom organa
Table 1. Pathogens transmitted by grafts

Uzro¢nici preneseni transplantacijom organa /
Pathogens transmitted by grafts

Virusi/Viruses Bakterije/Bacteria
Cytomegalovirus Staphylococcus aureus
Epstein-Barr virus Klebsiella species
Herpes simplex virus Bacteroides fragilis

Varicella-zoster virus Pseudomonas aeruginosa

Humani herpesvirus-6, 718 Escherichia coli
Hepatitis B, C, D, E

Virus humane
imunodeficijencije 1,2

Salmonella species

Yersinia enterocolitica

Parvovirus B19 Treponema pallidum
Rabies Brucella species
Limfocitni koriomeningitis Bartonella species
virus

Virus Zapadnog Nila Enterobacter species
BK virus Acinetobacter species

Borrelia species

Mikobakterije/Mycobacteria | Gljive/Fungi

Mycobacterium tuberculosis Aspergillus species

Netuberkulozne mikobakterije | Candida species

Histoplasma capsulatum

Paraziti /Parasites Cryptococcus neoformans

Toxoplasma gondii Cocciodioides immitis

Strongyloides stercoralis Scedosporium apiospermum

Plasmodium species Prototheca species

Trypanosoma cruzi

spp. ili Clostridium difficile 1 Aspergillus spp. kao i rezis-
tentnih sojeva Gram-negativnih bakterija. Infekcije iz
okoline koje bolesnik moze stec¢i tijekom zivota su virusi
influence, bakterije koje izazivaju pneumoniju ili gastroin-
testinalne smetnje i atipi¢ne infekcije rinovirusima, adeno-
virusima, mikoplazmom, legionelom i klamidijom, kao i
infekcije povezane s putovanjima primatelja u daleke
zemlje [1, 3].

Infekcije primatelja organa razli¢ito brzo se pojavljuju.
U prvih mjesec dana dok imunosupresija jo$ nije dosegla
potrebnu razinu, oportunisti¢ke infekcije izostaju, po-
javljuju se virusne infekcije ili infekcije gljivama vezane
uz organ ili primatelja, a najesce su to nozokomijalne in-
fekceije ili kolonizacije rane ili sluznica uzro¢nicima poput
Pseudomonas aeruginosa i Aspergillus spp. [3]. Infekcije
virusom zapadnog Nila (WNV), virusom limfocitnog ko-
riomeningitisa (LCMYV), virusima humane imunodefici-
jencije 112 (HIV1 i HIV2), virusom bjesnoce su opisane,
ali su iznimno rijetke [7 — 10]. U periodu od 2 — 6 mjeseci
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nakon transplantacije, a §to ovisi 0 patogenu, stanju presat-
ka, intenzitetu i optimiranju imunosupresivne terapije, po-
javljuju se infekcije virusom polioma BK i adenovirusima,
infekcije Mycobacterium tuberculosis ili Cryptococcus
neoformans. U tom vremenu pojavljuju se i infekcije
virusima hepatitisa B (HBV) i hepatitisa C (HCV), infek-
cije herpesvirusima i niz bakterijskih infekcija, ako za iste
u primatelja nije provedena imunoprofilaksa. Kasnije ti-
jekom zivota opisane su HBV i HCV infekcije, CMV koli-
tis i retinitis, HSV encefalitis i infekcije vezane uz epide-
mioloska kretanja u podruéju u kojem primatelj obitava[l,
4, 6]. Vazno je takoder uzeti u obzir da se neke od infekcija
nece prezentirati upalnim odgovorom i simptomima ili ¢e
oni biti zamijenjeni simptomima akutnog ili kroni¢nog
odbacivanja presatka. Sve infekcije za koje postoje pre-
ventivne mjere poput cijepljenja i lijeCenja nisu prepreka
transplantaciji, bitno je da se iste pravovremeno provedu.

Testiranje primatelja i DO na zarazne bolesti

U Hrvatskoj je transplantacija organa zakonom ure-
dena[11, 12]. DO su osobe kod kojih je ustanovljena smrt
mozga, s poznatim uzrokom smrti, bez aktivne maligne
bolesti, za koje je heteroanamnezom (rodbina, odabrani li-
jecnik) utvrdeno da nisu imali rizik od zaraznih bolesti
poput HIV-a u prethodnih 12 mjeseci i za koje lije¢nickim
pregledom nisu utvrdeni znakovi diseminirane akutne ili
kroniéne zarazne bolesti.

Bolesnici, kandidati za transplantaciju, moraju biti pri-
je transplantacije izlijeCeni od aktivne infekcije. Procjeniti
se mora i postojanje latentnih infekcija kod primatelja
pored onih za koje se provodi testiranje, ne samo zbog
reaktivacije istih pod imunosupresijom, ve¢ zbog spari-
vanja s potencijalnim donorom organa. U tom pogledu tre-
ba se primatelj ispitati na bakterije, gljive, parazite i viruse
[7, 8]. Primatelji organa se ispituju kao i donori organa na
najucestalije i najteze krvlju prenosive bolesti, ali dodatno
jos$ 1 na varicella zoster virus, koji nije obvezan u DO.
Obvezno serolosko i molekularno testiranje DO na krvlju
prenosive bolesti provodi se u akreditiranim laboratoriji-
ma, testovima visoke osjetljivosti, kojima se postize viso-
ka prediktivna vrijednost negativnog rezultata testa [13].
U Hrvatskoj od pristupanja Eurotransplantu 2006., testi-
ranje svih DO provodi se u Hrvatskom zavodu za transfu-
zijsku medicinu u Zagrebu, 24 sata/7 dana (ISO 9001:
2008; LRQA 0d 2001. i Akreditacija HRN EN ISO 15189:
2008; Hrvatska akreditacijska agencija). Obvezni testovi
kojima se ispituje krv DO u Hrvatskoj i godina kada se
testiranjem na neki od biljega zapocelo prikazani su u
tablici 2.

Testiranje DO provodi se temeljem algoritma razli-
¢itog od algoritma testiranja davatelja krvi. Tako se u slu-
¢aju pozitivnog inicijalnog testa primjenjuje alternativni
test i/ili potvrdni test, ¢iji negativan rezultat kvalificira or-
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Tablica 2. Obvezni testovi u ispitivanju donora organa
Table 2. Mandatory tests for organ donor testing

Naziv testa/ Test Krvlju prenosivi uzrocnici/
Bloodborne pathogens

1. |*ID-NAT triplex test na

HIVI-RNA, HCV-RNA, HBYV, HCV, HIV-2006.

HBV-DNA
2. |HBsAg
3. | Anti-HBs HBV-2006.
4. |Anti-HBc
5. | Anti-HCV

— HCV-2006
6. HCV Ag kvantitativni test
7. |HIV Ag/Ab HIV-2006
8. | Anti-TP T. pallidum-2006.
9. | Anti-Toxo IgG

- T. gondii-2006.
10. | Anti-Toxo IgM
11. | Anti-CMV IgG
- CMV-2006.

12.| Anti-CMV IgM
13.| ™" Anti-EBV-VCA IgM
14.| Anti-EBV-VCA/EAIgG EBV-2010.
15. | Anti-EBNA-IgG

* Obavezni ID-NAT u primjeni je od 1.03.2013./ Mandatory
since March 1%, 2013

** Ne izvodi se od uvodenja obaveznog molekularnog testa /
Not used since ID-NAT test implemented

*** U dokazivanju anti-EBV 2009. koristen je test na heterofilna
antitijela, a od 2010 anti-EBV testovi. / Heterophilic anti-
bodies test used in the detection of EBV in 2009 was replaced
with specific EBV antibody tests in 2010.

gane za transplantaciju. Kod davatelja krvi inicijalan test
mora biti negativan da bi se krv primijenila. Pozitivan
rezultat seroloskog i/ili molekularnog testa nije apsolutna
kontraindikacija za darivanje organa osim u slucaju
potvrdene HIV-infekcije, kada se organi, u vecini zemalja
ne prihvaéaju za transplantaciju [14, 15]. [znimno od toga,
u nekim zemljama Eurotransplant-a postoje transplanta-
cijski centri koji prihvacaju i HIV-pozitivne organe za
HIV-pozitivne primatelje kao iu SAD gdje je to 2013. oza-
konjeno [16]. Odluka o transplantaciji organa davatelja s
pozitivnim seroloskim testovima je na transplantacijskom
centru koji procjenjuje rizik od infekcije temeljem serosta-
tusa primatelja, organ specifi¢nog rizika i mogucnosti pre-
ventivnog ili preemptivnog lijecenja [17, 18]. Ipak naj-
¢esci razlog presadivanja organa zarazenog DO je vitalno
ugrozen primatelj i kontinuirani nedostatak organa za
presadivanje.

U tom pogledu terapijske moguénosti (preventivne ili
preemptivne) su odluéujuce. Tako je omoguéeno presa-
divanje CMV pozitivnog organa CMV negativnom pri-
matelju primjenom ganciklovira/valganciklovira ili aci-
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klovira. Organi HBsAg pozitivnih ili anti-HBc pozitivnih
DO (osim jetre) mogu se uz terapiju lamivudinom i imuno-
profilaksu hepatitis B-imunoglobulinom (HBIg) presaditi
HBYV negativnim primateljima. Jednako tako je antivirus-
na terapija indicirana kod dokazane HCV i EBV infekcije
donora organa. Terapijom se moze prevenirati infekcija
primatelja i 7. gondii, kao i ve¢ine oportunistic¢kih infekci-
ja[19,20].

Za sigurnost presatka pored kvalitetnih testova u ispiti-
vanju DO od vaznosti je i kvaliteta ispitivanog uzorka krvi
DO. Uzorak krvi ne smije biti razrijeden vise od 50 %,
transfuzijama krvnih pripravaka, koloida i/ili kristaloida
[12, 21]. Razrjedenje se izraCunava usporedivanjem volu-
mena krvi/plazme DO s volumenom krvnih pripravaka i
drugih infuzija koje je DO u zadanom vremenu primio. Za
testiranja DO koji ¢e primati transfuziju ili infuziju, pre-
poruca se koristiti prijetransfuzijski uzorak krvi koji je
¢uvan do 7 dana pri temperaturi 2 — 8 °C. O potrebi osigu-
ranja adekvatnog uzorka krvi DO za potrebe kvalitetnog
seroloskog testiranja na zarazne bolesti vazno je upoznati
bolnicke transplantacijske koordinatore i osobe koje sud-
jelujuu pripremi i procjeni prihvatljivosti DO.

Materijal i metode

Uzorci DO: Za svakog DO zaprimljena su dva uzorka
pune krvi uzete u PPT epruvete (engl. Plasma Preparation
Tube). Uzorak plazme pripremljen je centrifugiranjem
PPT epruvete 10 minuta pri 2500 o/min u donorskoj bolni-
ci ili u Hrvatskom zavodu za transfuzijsku medicinu u
propisanom vremenu, a prema Preporukama za osiguranje
kvalitete testiranja donora organa na krvlju prenosive
bolesti koje je HZTM izdao 2007., 2009. 1 2013. godine.
PPT epruvete nakon centrifugiranja i testiranja su arhivi-
rane na <—16 °C na period od 11 godina. Uzorci plazme su
evaluirani organolepticki na bilirubinemiju, hemolizu,
omjer stanica i plazme i lipemiju, a u slu¢aju odstupanja od
prihvatljive razine je napravljen zapis i osvrt u komentaru
nalaza. Za svakog DO donorska bolnica procijeni volumen
krvi i plazme prema Nadlerovoj formuli [22] ili Gilchero-
voj formuli [23] temeljenoj na prosje¢nom volumenu krvi
ili plazme po kilogramu tjelesne tezine (70 mL/40 mL), a
prema obrascu 572, slika 1.

U sluc€aju da se radi o DO koji je izrazito miSicav ili
pretio ili je DO dijete, treba primijeniti pravilo Gilhera,
koje ukljucuje samo procjenu mase prokrvljenih tkiva.

U periodu od 5.11.2006. — 31.12.2012. ispitano je u
Hrvatskom zavodu za transfuzijsku medicinu 642 uzorka
krvi DO. Rezultati su pregledani i validirani prema zada-
nim kriterijima proizvodaca, a pozitivni retestirani prema
vazec¢im algoritmima HZTM. Tako u slu¢aju da je od bilje-
ga HBV-infekcije samo anti-HBc bio pozitivan, dodatno je
uzorak ispitan alternativnim anti-HBc testom i na ostale
biljege HBV-infekcije, a najmanje na anti-HBc IgM. U
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slucaju pozitivnog rezultata HIV Ag/At, ispitivanje se
ponavljalo alternativnim testovima za HIV Ag/At, anti-
-HIV i HIV-1 p24 Ag. Anti-HCV pozitivan rezultat bez
pozitivnog HCV antigena (HCV Ag) ponavljan je alterna-
tivnim anti-HCV testom. Ukoliko je test na HBsAg bio
pozitivan uz pozitivan anti-HBc rezultat HBsAg se nije
dodatno ponavljao, a kada je anti-HBc bio negativan raden
je HBsAg neutralizacijski test. Rezultati testiranja su pri-
javljeni na Nacionalnu mrezu na Internetu i dostupni su
bili svima ukljucujuéi i Eurotransplant.

Testovi: Serolosko testiranje se provodilo testovima
Abbott Laboratories SAD, na analizatoru Architect
i20004p, 1 testovima bioMerieux Francuska, na analiza-
torima miniVidas i Vidas. Molekularno testiranje Cije
rezultate ne prikazujemo u ovom radu, provodilo se samo
na zahtjev transplantacijskog centra i to donorima s utvr-
denim rizi¢nim ponasanjem, i onima ¢iji su uzorci bili u
seroloskom testu na HBV i/ili HCV pozitivni. Tako se an-
ti-HCV pozitivnim DO odredivala koli¢ina HCV-RNA i
genotip, a HBsAg pozitivnima ili anti-HBc pozitivnim
odredivala se koli¢ina HBV-DNA u krvi.

Svrha: Svrha ovog rada je analizirati kvalitetu za-
primljenih uzoraka DO, brzinu obveznog seroloskog testi-
ranja u HZTM i ucestalost biljega infekcije HIV, HBV,
HCV, CMV, EBV,sifilis i 7. gondii u donora organa Hrvat-
ske u periodu od 2006. —2012. godine, prije uvodenja ob-
veznog molekularnog ID-NAT triplex testa.

Rezultati

1) Analiza kvalitete uzorka krvi DO temeljem
zaprimljene popratne dokumentacije donorske
bolnice

U tablici 3 prikazani su podaci o dokumentaciji veza-
noj uz uzorak krvi DO. Sve do 2011. godine veliki udio
uzoraka krvi DO zaprimljen je i testiran bez podataka o
mogucem razrjedenju. Ispitivanja su radena uz suglasnost
koordinatora, a nalaz je sadrzavao obvezni komentar o
nepouzdanosti dobivenih rezultata testiranja, a zbog manj-
kave dokumentacije. Godine 2010., 2011.12012. doslo je
do znac¢ajnog poboljsanja u radu donorskih bolnica, koje je
uslijedilo nakon izdavanja nove radne upute koordinatori-
ma za uzimanje i pripremu uzorka i njihove edukacije
2009.

2) Analiza stupnja razrjedenja zaprimljenih uzoraka
krvi DO

Analiza podataka vezanih uz procjenu razrjedenja krvi
prikazana je u tablici 4. Stupanj razrjedenja je odvojeno
prikazan za krv i za plazmu. Podaci za plazmu relevantni
za serolosko testiranje pokazuju da je 2,5 % uzoraka bilo
suvise razrijedeno, odnosno samo 2,5 % DO je tijekom li-
jecenja u zadanom vremenu primilo volumen krvnih
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OBRAZAC ZA UTVRDIVANJE RAZRJEDENJA KRVI/PLAZME DONORA ORGANA
Donor 1D
TeiinaDO u kg Podatke uvrsti u formulei izracunaj:
VK/ volumen krviu mL = tezina DO x 70 = ili teZinaDOXxGF*( )= __
VP/volumen plazme u mL = teZina DO x 40= ili tezina DO x GF*( ) =
A, Upisi koliko je DO primio krvi u zadnjih 48 sati koji prethode uzimanju uzorka:
Volumen pune krvi mL
Volumen koncentrata eritrocita mlL
UKUPNO transfundirano A= mL
B. Upisi koliko je DO primio koloida u zadnjih 48 sati koji su prethodili uzimanju uzorka:
Volumen dextrana mL
Volumen koncentrata Tr mlL
Volumen plazme mL
Volumen albumina mL
Volumen drugih koloidnih tekucina mL
mL
UKUPNO transfundirano B= mL
C. Upisi koliko je DO primio kristaloida 1 sat prije uzimanja uzorka
Volumen fizioloske otopine mL
Volumen dekstroze mL
Volumen Ringer laktata mL
Volumen ostalog mL
UKUPNO: transfundirano C= mL
UKUPNO B+C= mL
UKUPNO A+B+C= mL
Zaokruzi odgovor! Da lije B+C >( veée) od VP ? DA NE
ZaokruZi odgovor! Da lije A+B+C> ( ve¢e) od VK ? DA NE
Ako je odgovor na oba pitanja NE uzorak je prihvatljiv za testiranje.
Ako je odgovor na jedno ili oba pitanja DA uzorak je suvise razrijeden i nije adekvatan za
testiranje! HZTM ¢e zatraZiti odobrenje koordinatora pri MZ za serolosko testiranje DO.
Gilcher-ovo (*GF) pravilo za procjenu volumena krvii plazme po kg tjelesne teZine
Donoriorgana mL krvi (plazme)/ kg tjelesne teZine
pretili mr3avi ynormalni misi¢avi
muskarci 60 (34) 65 (37) 70 (40) 75 (43)
iene 55 (31) 60 (34) 65(37) 70 (40)
dojenéad/djeca - - 80 (46)/70(40) -
0B-572/01

Slika 1. Obrazac za procjenu razrjedenja krvi/plazme donora organa prema Preporukama za osiguranje kvalitete testiranja donora or-
gana na krvlju prenosive bolesti (HZTM, 2013.)

Figure 1. Blood/plasma dilution form according to Guidelines for quality assurance of blood borne diseases testing of organ donors
(CITM, 2013)

Infektoloski glasnik 33:3, 117-125 (2013) 121



I. MIHALJEVIC i sur.

Analiza i rezultati seroloskog testiranja donora organa u Hrvatskoj 2006. —2012.

Tablica 3. Ucestalost uzoraka DO bez podataka o razrjedenju

Tablica 5. Brzina testiranja krvi DO u razdoblju 2006. —2012.
godine

Table 3. Proportion of organ donor samples without dilution
data
Godina/Year | Broj donora Broj uzoraka bez po- | %
organa/ dataka o razrjedenju/
Number of organ | Number of samples
donors without dilution data
2006. 3 3 100
2007. 25 25 100
2008. 85 49 58
2009. 85 33 39
2010. 136 34 25
2011. 151 3 2
2012. 157 0
Ukupno/Total 642 147 23

Tablica 4. Razrjedenja uzoraka DO zaprimljenih na testiranje

Table 4. Dilution data for organ donor samples received for

testing
% Razrjedenja/ % dilution
Udio uzorakau % / <10 |11-25|26-40|41-50| >50
Proportion of samples

in %

s razrjedenjem krvi/ 79,1 | 152 | 33 0,8 1,7
with blood dilution

srazrjedenjem plazme /| 54,5 | 358 | 5.8 1,4 2,5
with plasma dilution

pripravaka, koloida i kristaloida ve¢i od ukupno procije-
njenog volumena plazme. Vec¢ina (90 %) uzoraka bila je
razrijedena manje od 25 %, §to nije imalo ucinka na
kvalitetu rezultata testiranja. Svi razrijedeni uzorci DO
ispitani su seroloSkim testovima uz suglasnost trans-
plantacijskog koordinatora istim testovima kao i nerazri-
jedeni uzorci DO, a unalazu je naveden komentar da rezul-
tati seroloskog testiranja zbog razrjedenja nisu pouzdani.
Ovaj komentar na engleskom jeziku je bio vidljiv i svim
transplantacijskim centrima Eurotransplanta.

3) Analiza brzine testiranja uzorka krvi DO od
zaprimanja do ispisa rezultata testiranja

Prema evidenciji u informatickom sustavu Hrvatskog
zavoda za transfuzijsku medicinu za 626 uzoraka DO, od
upisa pri zaprimanju uzorka do ispisa rezultata testiranja
prosjecno je u ispitivanom periodu proslo 2,04 sati. Vecina
uzoraka DO (89,6 %) ispitano je unutar 3 sata, 7,5 % uzo-
raka unutar 3 — 4 sata, a ispitivanje 2,9 % uzoraka DO tra-
jalo je duze od 4 sata, najéesc¢e zbog kvara opreme ili
potvrdnog testiranja (tablica 5). Tijekom godina brzina te-
stiranja nije se znatnije mijenjala.
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Table 5. Organ donor blood testing turnaround time in the
period 2006-2012
Trajanje testi- | Broj uzoraka/ | Prosjec¢no sati/| %
ranja/ Duration | Number of | Average hours
of testing samples
<lh 4 0,52 0,6
1-2h 265 1,43 42,3 89,6 %
2-3h 292 2,20 46,7
3-4h 47 3,23 75| 75%
Ukupno/Total 626 2,04 100

4) Analiza ucestalosti biljega krvlju prenosivih bolesti
uDO 2006. - 2012.

Na slici 2. prikazana je u€estalost pozitivnih rezultata
seroloskih testova na biljege krvlju prenosivih bolesti do-
bivenih ispitivanjem uzoraka DO.

Biljezi najvece ucestalosti su antitijela IgG klase za
EBYV, 96,8 %. Kombinacije antitijela anti-EBV EBNA
IgG, anti-EBV VCA IgM i anti-EBV VCA/EA 1gG u 370
od ukupno 443 ispitana DO odgovarale su tipiénom nalazu
latentne odnosno davno stecene EBV infekcije (anti-EBV
VCA IgM negativan, anti-EBV EBNA IgG pozitivan i an-
ti-EBV VCA/EA IgG negativan), a 20 DO je imalo atipi-
¢an nalaz kombinacije ovih antitijela koji se jednako tu-
maci. Samo tri DO nisu imali biljege EBV infekcije od ko-
jih su dva djecje dobi. Nalaz EBV antitijela u 49 ispitanih
upucivao je na mogucu kasniju fazu akutne infekcije ili
reaktivaciju virusa, naime nalaz sva tri testa na EBV antiti-
jela bio je pozitivan (anti-EBV EBNA IgG, anti-EBV
VCA IgM i anti VCA/EA IgG). Serolosku sliku moguce
rane infekcije (samo anti-EBV VCA IgM pozitivan), iako
bez prisutnih heterofilnih antitijela, imao je samo 1 DO.

Seroprevalencija CMV od 92 % zabiljezena je ispiti-
vanjem 637 uzoraka DO. Od 637 ispitanika 50 (7,8 %) ni-
je imalo seroloske biljege ove infekcije, a istovremeni
nalaz IgG i IgM klase antitijela imalo je 6 ispitanih ili
0,9 % DO. Prema oc¢ekivanju seroprevalencija IgG antiti-
jelana T. gondii je takoder bila visoka, 70,9 %. Znakove
preboljene infekcije i imunost imalo je 445/642 ispitanih
DO (anti-Toxo IgM negativan, anti-Toxo IgG pozitivan).
Sest ispitanika imalo je oba antitijela pozitivna §to je
upucivalo na mogucéu infekciju unutar 1 — 2 godine prije
mozdane smirti.

HIV-infekcija nije dokazana u 642 ispitana donora or-
gana. HBV-infekcija nadena je u 3 od 642 DO ili 0,47 %
ispitanih. Ucestalost ostalih biljega HBV-infekcije je bila
veca, tako je 57/642 ispitanika imalo anti-HBc pozitivan
testili 8,9 %, od kojih je ve¢ina 41/57 (72 %) imala i zastit-
na antitijela, anti-HBs. Solitarni nalaz anti-HBc, koji moze
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Slika 2. Ucestalost biljega krvlju prenosivih bolesti u donora organa ispitanih u razdoblju 2006. —2012. (%)
Figure 2. The frequency of blood borne markers in organ donors tested in the period 2006-2012 (%)

biti biljeg okultne HBV infekcije, imalo je 16 od 57 anti-
HBc pozitivnih ispitanika. Medu DO bilo je 88 DO s pozi-
tivnim antitijelima anti-HBs, a bez drugih biljega HBV-in-
fekcije u kojih je nalaz uglavnom rezultat provedenog cije-
pljenja protiv hepatitisa B. Zarazu virusom hepatitisa C
dokazali smo u 1,3 % DO (pozitivan kvantitativni HCV Ag
test). Anti-HCV pozitivnih bilo je 1,6 %, a sifilis 0,8 %
ispitanih osoba. Nespecifi¢ne reaktivnosti inicijalnog
testiranja bile su iznimno rijetke i nisu predstavljale
poteskocu u ispitivanju nase populacije DO budu¢i se radi-
lo o donorima s odrzanom cirkulacijom krvi (engl. hearth
beating), a ne donorima nekucajuceg srca (engl. non-
hearth beating). Hemoliza i ikterus nisu bili povezani s ne-
specifi¢nim reaktivnostima testova.

Rasprava

Kiriteriji prihvatljivosti organa za transplantaciju zbog
nedovoljnog broja organa, razlikuju se od centra do centra
te mogu biti prosireni posebno u zemljama s malim brojem
DO. Zbog toga se traze i razvijaju nacini povecanja isko-
ristivosti organa, najvise kroz prevenciju infekcije u pri-
matelja, pa je danas moguce transplantirati organe DO s la-
tentnim i potvrdenim infekcijama [24]. Nova efikasnija
terapija virusnih hepatitisa takoder je povecala moguénost
iskoristivosti organa [25, 26]. Medunarodno udruzivanje
nacionalnih transplantacijskih centara u medunarodne
asocijacije ili organizacije za razmjenu organa, kao §to su
Eurotransplant (Njemacka, Austrija, Belgija, Nizozemska,
Luxemburg, Slovenija, Hrvatska i Madarska) ili Scan-
diatransplant (Danska, Svedska, Finska i Norveska) ili
Balttransplant (Estonija, Latvija i Litva), takoder uspjesno
smanjuje gubitak organa, izmedu ostalog primjenom pro-
Sirenih kriterija prihvatljivosti organa.

Infektoloski glasnik 33:3, 117-125 (2013)

Gubitak organa zbog slabe specifi¢nosti odabranih
testova (lazno pozitivni rezultati testiranja) ili organizacij-
skih propusta u bilo kojoj aktivnosti od donorske bolnice
do primatelja nije prihvatljiv. Testiranje DO mora se
provesti u kontroliranim, standardiziranim uvjetima i u §to
krac¢em vremenu. Pri tome su vazni testovi, po moguénosti
validirani na uzorcima kadaveri¢énih DO, te algoritmi
potvrde inicijalnih reaktivnosti, §to podrazumijeva alter-
nativni i potvrdni test dostupan u istom laboratoriju/us-
tanovi. Uzorci krvi uzeti od DO po prestanku cirkulacije
cesto dovode do laznih reaktivnosti u seroloskim testovi-
ma, posebno ako su uzeti nakon 22 sata od prestanka cirku-
lacije [27, 28]. U Engleskoj se ¢ak 7 % organa gubilo zbog
lose kvalitete uzorka i neprimjerenog algoritma validacije
pozitivnih rezultata seroloskih testova do 2009. kada je
primijenjen algoritam koji se u Hrvatskoj (Hrvatski zavod
za transfuzijsku medicinu) pimjenjuje od 2006. Prema au-
torima primjena ovog algoritma koji ukljucuje alternativni
i potvrdni test, a ne ponavljanje istim testom kao u davate-
lja krvi, znaajno smanjuje postotak gubitka organa za
transplantaciju [29].

Na pouzdanost rezultata testiranja moze utjecati raz-
rjedenje uzorka krvi DO. U algoritmu optimalnog zbrinja-
vanja DO najce$ce se primjenjuju nadoknada volumena
krvi infuzijskim otopinama i/ili krvnih stanica transfuzija-
ma krvnih pripravaka, u cilju odrzanja hemodinamske sta-
bilnosti i adekvatne perfuzije organa za presadivanje.
Pravilo od dopustenih 50 % razrjedenja uzorka uvedeno
prvo u SAD, nakon §to je testiranjem razrijedenog uzorka i
lazno negativnog rezultata HIV-testa doslo do prijenosa
HIV-a na primatelje organa [30], postalo je opce prihva-
¢eno. U literaturi, osim opisanog slu¢aja prijenosa, nema
podataka koji bi podrzali ovo pravilo. Ispitivanja serije
razrjedenja anti-HIV slabo pozitivnih uzoraka pokazala su
da tek razrjedenja od 200 % (1:5) mogu dati negativan
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rezultat testa [31]. Za visoko pozitivne HBsAg, anti-HCV
i anti-HIV uzorke krvi simulacije terapijskih razrjedenja
pokazala su da ona mogu biti znatno veca od dozvoljenih
50 % (1:2), bez u¢inka na konacan rezultat testa. Za
HBsAg i anti-HIV to je 1:20000, a za anti-HCV ¢ak
1:30000 [32]. Moguce je kod velikog gubitka krvi
raspravljati o brzini nadoknade imunoglobulina (anti-HIV,
anti-HCV) ili drugih proteinskih biljega (antigena) infek-
cije i reprezentativnosti uzetog uzorka krvi. Poznato je da
je za redistribuciju imunoglobulina iz intersticijalnog
prostora u krv potrebno barem 24 sata.

Brzina izvodenja seroloskih testova pridonosi kvaliteti
organa jer skracuje vrijeme zbrinjavanja DO, a znatno je
poveéana uporabom enzim-imuno testova utemeljenih na
kemiluminiscenciji ili fluorescenciji. Osim velike povr-
Sine na kojoj se reakcija specificnih antitijela i antigena
patogena odvija kod ovih testova, Sto skracuje vrijeme te-
stiranja, nastali kompleks identificira se emisijom svjetla
koju je lako izmjeriti i tako detektirati male koli¢ine ispiti-
vanog biljega Sto ovim testovima daje veliku osjetljivost.

Kako je vidljivo iz tablice 5. prosjecno je bilo potrebno
za testiranje DO u HZTM oko 2 sata. Molekularni testovi
kojima se testiraju davatelji krvi i DO danas, ID-NAT
triplex testovi (HIV RNA, HCV RNA i HBV DNA) traju
nesto duze, 5 — 6 sati. Prema podatcima iz literature za
serolosko testiranje je potrebno vrijeme od 6 — 8 sati, a za
molekularno 12 — 24 sata, $to je kod nas znacajno krace
[33]. Prednosti molekularnih testova pred seroloskim su
veca osjetljivost i mali u¢inak razrjedenja na rezultat testa
i potvrda zaraze. Nedostatak ovih testova je duze vrijeme
testiranja i ve¢a ucestalost lazno pozitivnih rezultata ili in-
hibicija reakcije koja se ¢eSc¢e javi u uzorcima donora
nekucajuéeg srca (donori roznica) [34, 35].

Rezultate ispitivanja DO u Hrvatskoj treba tumaciti
uzimajudi u obzir jos uvijek mali uzorak $to onemogucava
stratifikaciju DO prema demografskim i drugim obiljezji-
ma znacajnim za usporedbu rezultata sa sli¢nim ili istim
populacijama i opom populacijom. Stoga u procjeni in-
fektivnosti i potencijalnog rizika po primatelje organa naj-
boljom se ¢ini usporedba s populacijom novih davatelja
krvi kako je prikazano u tablici 6. Zajedni¢ko ovim popu-
lacijama je da nisu prethodno testirane i da su iskljuceni svi
s podatkom o zarazi ili rizicnom spolnom ponasanju.

Ucestalost zaraza virusom hepatitisa B, Ci 7. pallidum
u DO znatno je visa nego u novih davatelja krvi RH (tabli-
ca 6). Ucestalost HIV-infekcije je niska, gotovo identicna.
Ocekivano ucestalost anti-HBc (8,9 %) u populaciji nasih
DO je visa nego §to je u DO Njemacke 1,59 %, Italije
4,96 % ili SAD 3,69 %, a niza za HIV 0,0 % prema 0,10 %
1za HCV 1,6 % u odnosu na 3,45 % u americkih ili 4,4 %
francuskih DO [36 — 39].

Zakljucéak

U ovom radu su prikazani rezultati seroloskog testira-
nja donora organa Hrvatske u periodu od 2006. do 2012.
godine testiranih u Hrvatskom zavodu za transfuzijsku
medicinu. Rezultati upuéuju na visoku prevalenciju bilje-
ga ubikvitarnih patogena i nisku prevalenciju virusnih in-
fekcija koje se mogu prenijeti prokrvljenim organima i iza-
zvati kroni¢nu bolest i smrt primatelja.

0d 2013. godine donori organa u Hrvatskoj ispituju se
i molekularnim testovima ¢ime se povecala osjetljivost te-
stiranja za HIV, HBV i HCV infekcije u prijeserokonver-
zijskoj fazi i omogucila detekcija okultne infekcije HBV
infekcije. Tijekom ispitivanog perioda primili smo samo
jednu sumnju na prijenos zaraze na dva primatelja organa
istog donora, i to virusom varicella zoster, §to je naknadno
potvrdeno ispitivanjem arhivskog uzorka krvi DO, a za
koji nije obvezno ispitivanje donora organa. Smatramo da
su testovi koje smo odabrali za testiranje donora organa i
algoritmi koje smo primijenili u ispitivanju njihovih reak-
tivnosti, preporuke za osiguranjem kvalitete uzorka koje
smo izdali, zajedno s dobrom selekcijom donora u donor-
skim bolnicama pridonijeli kvaliteti i sigurnosti lijecenja
bolesnika sa zatajenjem funkcije organa razlicite etiologije.
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