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Sažetak
Do početka 2008. godine poznati su slijedeći hepatitis virusi: A, B, C, D, E, G, TTV, SEN­V  i NV­F.
Mnogi elementi upućuju na postojanje još nekih hepatitis virusa uvjetno nazvanih nonA­nonE virusi
te hipotetski F virus. Prvih su pet virusa (A,B,C,D,E) potpuno karakterizirani, a kliničke karakteristike
njihove infekcije su jasno utvrđene i na njih otpada oko 85­90 % svih virusnih hepatitisa.G, TTV i
SEN­V nisu u potpunosti karakterizirani, a njihova veza s kliničkim hepatitisom nije jasna. NV­F virus
je nedavno otkriven (2006. godina), a F virus je oznaka za hipotetski hepatitis virus koji bi bio vezan
uz  fulminantni  hepatitis.  Egzaktna  se  dijagnostika  virusnih  hepatitisa  može  temeljiti  jedino  na
dokazivanju  specifičnih markera  (biljega)  virusnih hepatitisa,  odnosno  sustava antigen­antitijelo  te
genetskog materijala virusa. Glavni serološki dijagnostički biljezi za prvih pet hepatitis virusa su: HAV
infekcija ­ IgM anti­HAV; HBV infekcija ­ HBsAg, anti­HBc, anti­HBs, IgM anti­HBc, HBeAg, anti­HBe;
HCV  infekcija  ­  anti­HCV;  HDV  infekcija  ­  HDAg,  IgM  anti­HD,  IgG  anti­HD.  Uz  standardnu  je
dijagnostiku virusnih hepatitisa nužno voditi računa o mogućnosti okultne HBV infekcije s posebnom
kombinacijom biljega. Treba imati na umu da istodobna infekcija s više virusa unutar hepatitis virusa
te HIV­a i hepatitis virusa može unijeti dijagnostičku zabunu ako se na to ne misli.
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Hepatitis virusi

Do početka 2008. godine poznati su slijedeći hepatitis virusi: A, B, C, D, E, G, TTV, SEN­V  i NV­F.
Mnogi elementi upućuju na postojanje još nekih hepatitis virusa uvjetno nazvanih nonA­nonE virusi
te hipotetski F virus. Prvih pet hepatitis virusa (A,B,C,D,E) su virusi koji su potpuno karakterizirani a
kliničke karakteristike njihove infekcije su jasno utvrđene i na njih otpada oko 85­90 % svih virusnih
hepatitisa
Hepatitis  virusi  G,  TTV  i  SEN­V  nisu  u  potpunosti  karakterizirani  a  njihova  veza  sa  kliničkim
hepatitisom nije jasna. NV­F virus je nedavno otkriven (2006) i tek slijedi njegova karakterizacija i
utvrđivanje veze za kliničkim hepatitisom. F virus je oznaka za hipotetski hepatitis virus koji bi bio
vezan uz fulminantni hepatitis.

Dijagnoza virusnih hepatitisa

Upala  jetre može  biti  uzrokovana  virusima,  nekim  kemijskim  supstancama  te  lijekovima.  Kada  se
bolesnik prezentira s kliničkim simptomima koji su karakteristični za akutnu infekciju sa znakovima
oštećenja jetre, liječnik treba tražiti rizične faktore za virusni hepatitis i poslati krv na laboratorijsku
analizu.  Ako  rezultati  analize  pokažu  povišene  aminotransferaze  nužno  je  razjasniti  etiologiju
mogućeg virusnog hepatitisa. Egzaktna se dijagnostika virusnih hepatitisa može temeljiti  jedino na
dokazivanju  specifičnih markera  (biljega)  virusnih hepatitisa,  odnosno  sustava antigen­antitijelo  te
genetskog materijala virusa. Antitijela predstavljaju proteine krvi koji nastaju kao odgovor na strane
proteine ili polisaharide, a u dijagnostičke svrhe dokazuju se IgM i IgG razred antitijela te ukupni IgM i
IgG.  Antigeni  su  obično  proteinske  komponente  infekcioznog  agensa  koje  stimuliraju  produkciju
antitijela.  Genetski  materijal  hepatitis  virusa  može  biti  RNA  (linearna  jednolančana,  cirkularna
jednolančana) ili DNA (cirkularna, dvolančana).

Dijagnostika hepatitis A virusne infekcije

Uzročnik hepatitis A virusne  infekcije  je hepatitis A virus (HAV) –  linearni,  jednolančani RNA virus,
bez ovojnice, koji spada u porodicu Picornavirida. Hepatitis A virusnu infekciju možemo dijagnosticirati
korištenjem  postupaka  za  dokazivanje:  virusa,  virusne  komponente  –  antigena  te  specifičnih
antitijela.  Virus  se  može  dokazati  imunoelektronskom  mikroskopijom,  staničnom  kulturom  te
dokazivanjem genoma HAV­a. No ova  se  tri  postupka u praksi  ne primjenjuju  jer  su nepraktična,
slabo uspješna  ili  skupa. Dokazivanje  specifičnog  antigena  (HAV Ag)  se ne  koristi  kod  individualne
dijagnostike HAV infekcije nego kod određenih situacija. Naime, kod izbijanja epidemije u određenim
zatvorenim  kolektivima  (  škola,  tvornica  i  slično)  utvrđivanje  HAV  Ag  kod  onih  koji  ne  pokazuju
kliničke manifestacije dokazuje se akutni kontakt s HAV (jer njegova perzistencija traje u prosjeku



oko  10  dana,  a  iznimno  do  6  tjedana  u  krvi),  a  primjenom  se  imunoglobulina  može  spriječiti  ili
ublažiti razvoj bolesti. Međutim, temelj specifične dijagnostike HAV infekcije kod individualnih osoba
jest  dokazivanje  specifičnih  antitijela.  Utvrđivanjem  IgG  razreda  antitijela  na  HAV  (anti­HAV)
dokazuje  se  samo  kontakt  s  ovim  virusom,  a  ne  i  vrijeme  infekcije. On  je  osnova  za  imunitet,  a
perzistencija ovog antitijela  je dugotrajna  i najčešće doživotna. Registrirani  su, međutim,  slučajevi
nestajanja ovog razreda antitijela. Bitan dokaz akutne HAV infekcije jest nalaz IgM razreda antitijela
na HAV (IgM anti­HAV). On je najuvjerljiviji pojedinačni znak za dijagnozu akutne HAV infekcije. On
perzistira u krvi obično oko 6 tjedana, a katkada i duže (6 mjeseci pa i do godine dana).1 Treba voditi
računa o tzv. fenomenu dugo perzistirajućeg IgM anti­HAV (koji može trajati i godinama) te se u tom
slučaju  ne  radi  o  znaku  akutne  HAV  infekcije.2  Važno  je  ukazati  i  na  neke  probleme  uz  nalaz  i
interpretaciju  IgM  anti­HAV.  Naime,  moguć  je  i  lažno  negativan  i  lažno  pozitivan  nalaz.  Lažno
pozitivan nalaz IgM anti­HAV može se naći u slijedećim situacijama: kod visoke količine reumatoidnog
faktora, kod hipergamaglobulinemije te kod pasivne imunizacije. Moguć je i lažno negativan nalaz IgM
anti­HAV posebno kada se provodi imunosupresija (citostatici, zračenje).

Dijagnostika hepatitis B virusne infekcije

Uzročnik hepatitisa B je hepatitis B virus (HBV) – cirkularni, dvolančani DNK virus s ovojnicom koji
spada u obitelj Hepadnavirida. U serumu se bolesnika s akutnom HBV infekcijom nalazi širok spektar
specifičnih antigena, antitijela  i DNA (tablica 1) vezanih uz hepatitis B virus. Sastav ovih markera,
ovisno o vremenu proteklom od infekcije, može se mijenjati, a te promjene su odraz s jedne strane
replikacije B virusa, a s druge strane imunih odgovora bolesnika. Kombinacija markera navedenih u
tablici 1, koji  se mogu utvrditi adekvatnim testovima (RIA, ELISA, PCR), može pomoći ne samo u
utvrđivanju etiološke dijagnoze HBV infekcije već u velikoj mjeri ukazati na stadije akutne infekcije,
stupanj infektivnosti te progresiju prema ozdravljenju ili kronicitetu.

Tablica 1. Serološki biljezi HBV infekcije

Pojedini dijelovi hepatitis B virusne čestice (HBsAg­hepatitis B površinski antigen, HBeAg – hepatitis B
rani antigen) mogu se u  čistoj  formi nalaziti  u krvi  inficirane osobe gdje  ih  je moguće detektirati.
Njihova prisutnost i njihova dinamika je važan element dijagnostike HBV infekcije.

HBsAg je kompleksni protein od 27 kD koji je lociran na površini HBV čestice. HBsAg je po redoslijedu
prvi serološki biljeg HBV infekcije.3 Nakon ulaska HBV u organizam postoji inkubacijski period od 6 – 8
tjedana  do  pojave  kliničkih  simptoma.4  Dužina  ovog  perioda  ovisi  o  veličini  inokuluma  i  faktorima
domaćina. U ovom periodu u oko 10% bolesnika registrira sa prodromalna faza s flu­like simptomima.
Ovu fazu prati prva pojava HBsAg i vjeruje se da su artralgije i osip, koji se katkada javljaju u ovoj
fazi, u vezi sa stvaranjem kompleksa HBsAg i anti­HBs. Pojava HbsAg uz opisane moguće simptome
prodromalne  faze  događa  se  prije  porasta  transaminaza  i  ostalih  elemenata  vezanih  uz  oštećenje
hepatocita. Od prve pojave HBsAg u serumu njegov titar raste i dosiže maksimum negdje početkom
kliničkih simptoma i kratko nakon početnog porasta transaminaza. Kroz akutnu fazu bolesti HBsAg
perzistira na tom visokom nivou kraće vrijeme (par tjedana) da bi zatim kontinuirano padao i krajem
akutne faze bio eliminiran. U akutne HBV infekcije nekompliciranog tijeka (eliminacija HbsAg unutar
6 mjeseci) ukupno  trajanje HBsAg pozitiviteta  je vrlo varijabilno  i  iznosi  od par  tjedana do oko  tri
mjeseca. Međutim, postoje i velika odstupanja u individualnim slučajeva. Perzistencija se HbsAg može
skratiti  na  svega par  dana,  a  u  10% bolesnika  tijek  imunih  zbivanja  je  ubrzan  i  oni  dolaze  s  već
eliminiranim  HBsAg.5  O  ovoj  varijanti  akutne  HBV  infekcije  (tzv  HbsAg  negativna  akutna  HBV
infekcija) treba voditi računa jer su moguće greške u dijagnozi. Brz i jednostavan način utvrđivanja
ove  varijante  akutne  HBV  infekcije  je  nalaz  IgM  razreda  anti­HBc  (IgM  anti­HBc).  Današnje  su
metode detekcije HBsAg vrlo senzitivne i mogu registrirati male količine ovog antigena. Treba imati
na umu da je detektabilni nivo HbsAg (a time indirektno i HBV­a) ispod njegove infektivne doze. To
objašnjava zabilježene slučajeve akutne posttransfuzijske HBV infekcije s HBsAg negativnom krvlju



davateljem. U nekim je takvim slučajevima ukoncentriravanjem seruma nađen HBsAg. U kroničnoj
HBV infekciji, bilo da se radi o "asimptomatskom" kroničnom HBsAg nositelju ili bolesniku s kliničkim
znakovima bolesti, HbsAg je kontinuirano prisutan. Uz HBsAg se u takvih osoba od ostalih markera
najčešće nalazi anti­HBc IgG razreda. U određenom postotku (oko 5­8 %) kroničnih HbsAg nositelja
dolazi do spontane eliminacije HBsAg kada se uz prethodno prisutan anti­HBc može pojaviti  i anti­
HBs.

HbeAg (hepatitis B e antigen)  je nestrukturni protein veličine 16 kD  lociran uz nukleokapsidu HBV
čestice. HBeAg se  javlja u  isto vrijeme kada  i HBsAg  ili  vrlo brzo nakon njega  ­ dakle prije pojave
kliničkih  simptoma.6,7  On  se  smatra  važnim  biljegom  koji  ukazuje  na  replikaciju  HBV­a,  visinu
infektivnosti  te važnim prognostičkim elementom.8  Što  je  viši  titar HBeAg  viši  je  i  titar HBsAg. U
akutnoj HBV  infekciji  nekompliciranog  tijeka  (gdje dolazi  do eliminacije HBsAg) nestanak HBeAg  iz
cirkulacije  uvijek  prethodi  ili  ide  do  eliminacije  HBsAg.  Dakle,  nema  pojave  HBeAg  bez  istodobne
prisutnosti HBsAg, a njegova je perzistencija u pravilu kraća od HbsAg  i  iznosi oko 1­2 mjeseca. U
kroničnoj  HBV  infekciji  uz  kontinuiranu  prisutnost  HBsAg  (kronični  nositelji)  HBeAg  može  biti
eliminiran (što je prognostički povoljan znak), ali može i perzistirati paralelno s HbsAg što prognostički
ukazuje na veću vjerojatnost razvoja kroničnih sekvela.

Pre­S­1 i Pre­S­2 antigeni se nalaze na istaknutim mjestima vanjske ovojnice hepatitis B virusa. U
uskoj  su  vezi  s  HBsAg  i  vjeruje  se  da  igraju  važnu  ulogu,  u  suradnji  s  polimeriziranim  humanim
serumskim  albuminom  (pHSA),  u  procesu  ulaska  virusa  u  hepatocit  kao  specifični  receptori  za
hepatocite.9,10 Oni se, kod nekomplicirane HBV  infekcije, pojavljuju u perifernoj krvi veoma rano  i
prisutni su kod dolaska u bolnicu u oko 90­95 % slučajeva. Njihova je perzistencija kratka ­ oko dva
mjeseca. U  kroničnoj HBV  infekciji  (kronični HBsAg nosioci)  oni  perzistiraju  ili  kontinuirano  ili  kroz
ograničeni  duži  period,  a  pritom  je  važan  HbeAg  status.  Naime,  perzistencija  Pre­S  je  češća  uz
istodobni HBeAg pozitivitet, dok se eliminacijom HBeAg i pojavom anti­HBe smanjuje prisutnost ovih
antigena.

HbcAg je vezan uz jezgru HBV­a. Ovaj antigen se ne može direktno dokazati u serumu zato jer je
obavijen HBsAg. Svaki neobloženi HbcAg reagirati će sa svojim specifičnim antitijelom (anti­HBc) čime
se  blokira  njegova  detekcija.  Premda  se  određenim  postupcima  ovakav  HBcAg  iz  seruma  može
izdvojiti u čistoj formi i dokazati, to za praktične dijagnostičke svrhe nema potrebe.

Hepatitis Bx (HBx) protein je protein HBV čestice11 čija  funkcija u  infekciji  ljudi (ali  i životinja) nije
razjašnjena. Većina podataka o ovom HBV antigenu dobivena je pri analizi HBV replikacije u kulturi
stanica. O funkciji ovog antigena postoji više hipoteza, među ostalim i ona o njegovom onkogenom
potencijalu,  odnosno  o  tome  da  bi  on  mogao  doprinijeti  indirektno  razvoju  hepatocelularnog
karcinoma (HCC).12,13

Nakon  ulaska  hepatitis  B  virusa  u  organizam  i  kontakta  virusa,  odnosno  njegovih  strukturnih
komponenti s imunim sustavom domaćina, dolazi do kompleksnog procesa koji rezultira stvaranjem
antitijela usmjerenih na antigene komponente HBV, odnosno do stvaranja specifičnih antitijela. Uloga
ovih antitijela u obrani domaćina je različita i važna u dijagnostici HBV infekcije.

Antitijelo  na  HBcAg  (anti­HBc)  je  svakako  najistaknutiji  serološki  marker  izloženosti  hepatitis  B
virusu. Naime, HBsAg može perzistirati vrlo kratko te je u otprilike 10% oboljelih već eliminiran pri
prvom dolasku na pregled, dok je za prvu pojavu anti­HBs potrebno katkada i više mjeseci od početka
bolesti. Slično je i s HBeAg/ anti­Hbe sustavom. HBcAg je vrlo imunogen. Rezultat je toga visoki titar
ovog  antitijela  što  je  grubo  proporcionalno  replikaciji  HBV­a.  Anti­HBc  se  javlja  vrlo  rano  tijekom
akutne  infekcije, ubrzo nakon pojave HBsAg, ali  prije porasta  transaminaza. Prisutan  je kroz  čitav
period bolesti i ozdravljenja.14 Uzimajući u obzir sva antitijela na HBV antigene, perzistencija anti­HBc
je u principu najduža i često perzistira i nakon eliminacije anti­HBs. Anti­HBc ima posebnu ulogu u
detekciji  HBV  infekcije  jer  izolirani  nalaz  ovog  antitijela  ne  treba  značiti  uspješan  susret  s  HBV
odnosno  eliminaciju  HbsAg  i  prestanak  prisustva  anti­HBs.  Dakle,  izolirani  nalaz  anti­HBc  može
ukazivati na prisutnost HbsAg (odnosno HBV) u količini koja je ispod detektabilnih, čime se dijelom
mogu objasniti neki slučajevi posttransfuzijskog hepatitisa B.

IgM je razred antitijela na HBcAg ( IgM anti­HBc) vrlo koristan u diferencijalnoj dijagnostici akutne
HBV  infekcije.  Pojavljuje  se  ubrzo  nakon  HBsAg  i  paralelno  s  porastom  transaminaza,  traje  više
mjeseci  (i  do  12 mjeseci).  Njegov  nalaz  je  vrlo  siguran  znak  akutne  B  infekcije.15,16  U  izvjesnim
slučajevima, međutim, pozitivan IgM anti­HBc se može naći i u kroničnoj infekciji o čemu treba voditi
računa  kod  dijagnostike  akutne  HBV  infekcije.  Pozitivan  nalaz  IgM  anti­HBc  nije  apsolutni  dokaz
akutne HBV infekcije premda s velikom vjerojatnošću upućuje na akutnu  infekciju. Pozitivan nalaz
IgM anti­HBc ima svoju 100% vrijednost kod HBsAg negativne akutne HBV infekcije kada je HBsAg
eliminiran i negativan je pri prvom određivanju, a prisutno je samo anti­HBc, dok anti­HBs može ali i



ne treba biti još prisutno. Isti značaj u diferencijalnoj dijagnozi ima ovo antitijelo kad ga nalazimo u
periodu  kada  je  HBsAg  već  eliminiran,  a  anti­HBs  se  još  nije  pojavilo  (fenomen  prozora).  Uz  ove
spomenute izuzetke, pozitivan nalaz IgM anti­HBc potvrđuje akutnu HBV infekciju. Negativan nalaz
IgM  anti­HBc  u  akutnog  hepatitisa,  uz  nalaz  HbsAg  ili  bez  njega,  jasno  isključuje  akutnu  HBV
infekciju i upućuje na virusni hepatitis druge etiologije – npr. HDV ili HCV.

Pojava anti­HBs u serumu označava tipično fazu ozdravljenja, odnosno 
rekonvalescencije  u  slučajevima  akutne  HBV  infekcije  nekompliciranog  tijeka,  odnosno
samoograničavajuću bolest. Anti­HBs je najistaknutije antitijelo koje se nalazi u rekonvalescenciji (te
kod cijepljenih osoba). Uobičajeno je da se u bolesnika koji ozdravljuju od akutnog hepatitisa B anti­
HBs javlja neko vrijeme nakon nestanka HBsAg.17 Period između nestanka HBsAg i pojave anti­HBs
obično traje nekoliko dana do nekoliko mjeseci i naziva se "core window" jer se od markera na HBV
infekciju tada može detektirati samo antitijelo na HBcAg, odnosno anti­HBc.18 Pojava anti­HBs znači
ozdravljenje i stjecanje u principu doživotnog imuniteta na reinfekciju s hepatitis B virusom. Izuzetak
od  ovoga  su  različiti  oblici  imunodeficijencije,  odnosno  infekcija  mutantnim  oblikom  HBV  s
promijenjenim epitopom na koji je usmjereno stvoreno anti­HBs. Ovakva uobičajena dinamika pojave
anti­HBs neko vrijeme nakon eliminacije HbsAg u pojedinim slučajeva može biti i drugačija te dovesti
do  teškoća  u  interpretaciji  nalaza,  ako  se  na  to  ne misli.  Naime,  premda  se  anti­HBs  uobičajeno
pojavljuje nakon nestanka HbsAg, ono se može pojaviti i neko vrijeme prije eliminacije HBsAg, pa čak
biti prisutno od samog početka bolesti  i perzistirati zajedno s HBsAg do njegove eliminacije. Dakle,
iako  je  prisutnost  anti­HBs  znak  rekonvalescencije  i  stjecanja  imuniteta,  ono  se može  registrirati
paralelno  s  HBsAg  u  doba  visoke  infektivnosti  u  početku  akutne  HBV  infekcije.19,20  Sličnu  je
simultanu pojavu anti­HBs i HBsAg moguće katkad registrirati i u kroničnih nositelja HBsAg. Anti­HBs
se  registrira  i  nakon  uspješne  vakcinacije HBV  vakcinom,  ali  pritom nisu  prisutna  ostala  antitijela
tipična za HBV  infekciju  (anti­HBc, anti­HBe, anti­Pre­s). Odgovor na vakcinu može biti varijabilan.
Premda  većina  cijepljenih  odgovara  s  relativno  visokim  titrom antitijela  (normoresponderi),  postoji
manji dio onih koji odgovaraju sa slabom produkcijom antitijela (hiporesponderi) ili uopće ne stvaraju
antitijela  (nonresponderi).  Perzistencija  antitijela  u  onih  koji  su  stvorili  dovoljnu  količinu  antitijela
većinom traje duže od 5 ­ 10 (i više) godina. Postoje i osobe s relativno brzim nestajanjem antitijela.
Perzistencija  anti­HBs  je  u  pravilu  kraća  od  anti­HBc.  Ima  slučajeva  i  duže  perzistencije  anti­HBs.
Titar  je  anti­HBs  nakon  prirodne  infekcije  obično  viši  nego  vakcinom  inducirane  produkcije,  a  i
njegova je perzistencija obično duža.

Antitijelo na HBe (anti­HBe) pokazuje otprilike sličnu dinamiku kao i anti­HBs. Ono se obično javlja
neko vrijeme nakon eliminacije HBeAg, ali i neko vrijeme prije eliminacije HBeAg, odnosno simultano
s njim.21 Titar ovog antitijela je obično niži od anti­HBc i anti­HBs, a perzistencija kraća premda se
može naići na iznimke od tog pravila

HBeAg/anti­HBe  sustav  markera  ima  posebno  mjesto,  ne  toliko  u  dijagnostičkom  koliko  u
prognostičkom  smislu.  Prisutnost  HBeAg  (s  izuzetkom  u  početku  akutne  HBV  infekcije
nekompliciranog  tijeka)  je  uvijek  nepovoljan  znak  –  on  je marker  replikacije  virusa  i  znak  visoke
infektivnosti.  Kronični  nosilac  HbsAg  ima  veću  šansu  odlaska  u  kronične  sekvele  ako  je  ujedno  i
HBeAg pozitivan. U istim okolnostima, ako je riječ o trudnici, perinatalni je prijenos češći i opterećen
razvojem kronične infekcije djeteta.22,23 Dijagnostička interpretacija sustava HBeAg/anti­HBe dobila
je posebno na značenju nakon  identifikacije HBV mutanata.24,25  Pokazalo  se da postoje mutantni
oblici HBV u kojih DNA ima pojedinačnu promjenu jednog para baza na poziciji 1896 u tzv pre­core
regiji.  Krajnja  je  posljedica  toga  nemogućnost  sinteze  i  produkcije  HBeAg.  Pokazalo  se  da  osobe
inficirane  takvim  mutantnim  oblikom  HBV  mogu  imati  veću  količinu  HBV  DNA  u  krvi,  teži  oblik
kliničkog hepatitisa i češću pojavu fulminantne bolesti.26,27 U svjetlu toga precizna detekcija HBeAg i
anti­HBe je važan element ukupne dijagnostike HBV infekcije.

Antitijela  na  pre­S1,  pre­S2  i  pHSA  se  javljaju  rano  tijekom  infekcije.  Kakav  je  značaj  u  njihovu
određivanju ostaje zasada nejasno. Naime, unatoč očekivanjima da će detekcija ovih antitijela pružiti
nove dijagnostičke informacije u obradi bolesnika to se, barem dosada, nije ostvarilo.

Antitijela  se  na  HBxAg  mogu  registrirati  u  serumu  bolesnika  s  HBV  infekcijom  samo
eksperimentalnim postupcima.28  Premda  se  iznosi mišljenje da  su antitijela na HBxAg povezana  s
kroničnom  bolešću  i  hepatocelularnim  karcinomom,  zasada  nije  uočena  prava  svrha  u  dijagnozi  i
prognozi HBV infekcije.12,13,28

Tablica 2. Uobičajena konstelacija HBV biljega i njihova interpretacija.



Vrijednost  nukleinske  kiseline  HBV  (HBV  DNA)  u  serumu  predstavlja  važan  dio  serološkog  profila
hepatitis B virusne infekcije i najizravnija je mjera HBV i njegove replikacije. Tehnike koje se pritom
primjenjuju spadaju u najspecifičnije i najsenzitivnije postupke molekularne biologije. HBV DNA se u
serumu bolesnika može detektirati prije početka akutnog hepatitisa B i prije porasta ALT 7­14 dana
nakon ekspozicije.29 Njegov nivo brzo opada kada ALT dosegne svoj maksimum ili blizu toga i kada se
pojavi  anti­HBe.30,31  Slične  promjene  HBV  DNA  i  ALT  se  događaju  u  kroničnih  bolesnika  koji  se
tretiraju  alfa  interferonom.  Korištenjem  vrlo  senzitivnih  PCR  postupaka  HBV  DNA  obično  ostaje
detektibilna u serumu paralelno s HBsAg, a u određenim slučajevima  i nakon njegova nestanka.32
Određivanje HBV DNA je važno u rasvjetljavanju nekih nejasnih  imunopatogenetskih mehanizama
HBV  bolesti  te  posebno  za  procjenu  odgovora  na  antivirusnu  terapiju.  U  akutnoj  HBV  infekciji,  s
obzirom  na  visoku  koncentraciju  specifičnih  antigena  i  antitijela,  dobro  provedena  analiza  sustava
antigen/antitijelo  i  na  taj  način  dobiveni  profili  ovih  specifičnih  markera  pružaju  dovoljno
dijagnostičkih i prognostičkih informacija. Određivanje HBV DNA ostaje za određene, gore navedene
specifične situacije. Vjerovalo se da sve osobe koje ozdrave od akutne B infekcije postaju negativne
na HBV DNA, no pokazalo  se da  to nije uvijek  slučaj  (okultna  infekcija). U kroničnoj HBV  infekciji
gotovo svi bolesnici koji su HBsAg/HBeAg pozitivni ujedno su i pozitivni na HBV DNA u serumu, dok je
u onih koji su HBsAg/anti­HBe pozitivni, HBV DNA nađen u oko 65%.

Prema  definiciji  okultnu  HBV  infekciju  karakterizira  prisutnost  HBV  DNA  u  krvi  bez  detektibilnog
HBsAg. Najčešći  razlozi  okultne HBV  infekcije  su:  (1)  nereplikativna  ili  slabo  replikativna  faza HBV
infekcije, (2) mutacije, (3) virusna interferencija, (4) perzistencija nakon ozdravljenja.

Uz gore opisanu uobičajenu dinamiku  i  interpretaciju HBV markera opisani su slučajevi bolesnika s
konstelacijom HBV markera koja ukazuje na serološki dokaz ozdravljenja (odnosno HBsAg negativan;
anti­HBc i anti­HBs pozitivan). U takvih se osoba katkada može naći i HBV DNA u jetri i/ili serumu.
Takvi su bolesnici HBsAg negativni i najčešće samo anti­HBc pozitivni. Rjeđe je prisutan i anti­HBs ili
oba antitijela, ali pokazuju znakove oboljenja jetre koji su indikativni za kontinuirano hepatocelularno
oštećenje  zbog  perzistentne  HBV  infekcije.33­39  Ima  podataka  koji  govore  da  ovakva  dugotrajna
perzistencija  genoma  virusa  ukazuje  na  kontinuiranu  replikaciju  virusa  koji  se  može  prenijeti  na
uobičajeni način na drugu osobu.40­43 U prilog tome govori  i podatak o reaktivaciji HBV  infekcije u
bolesnika  sa  serološkim  dokazom  ozdravljenja  koji  su  bili  podvrgnuti  imunosupresivima  ili
kemoterapiji. Navedeni podaci ukazuju da bolesnici sa serološkim dokazom ozdravljenja možda imaju
niski  nivo  replikacije  virusa  koji  je  efikasno  kontroliran  aktivnim  imunološkim  odgovorom.41,43­45
Opisani  su  slučajevi  HBV  DNA  pozitivnosti  uz  HBsAg  negativnost  te  raznih  kombinacija  antitijela
uključujući i onu kada su oba antitijela negativna (tablica 3).

Tablica 3. Konstelacija anti­HBs i anti­HBc u okultnoj HBV infekciji.

Dijagnostika hepatitis C virusne infekcije

Uzročnik hepatitisa C je hepatitis C virus (HCV) – linearni, jednolančani RNK virus s ovojnicom koji
pripada  obitelji  Flavivirida.  Za  razliku  od  akutne  hepatitis  B  virusne  infekcije  koja  se  klinički  i
biokemijski jasno manifestira u oko 25­50% slučajeva, akutna se hepatitis C virusna infekcije klinički
manifestna samo u oko 10% slučajeva. Ogromna većina kontakata s HCV ostaje neprepoznata. Za
razliku  od  hepatitis  B  virusa  koji  se  spontano  eliminira  u  oko  90  ­  95 %  inficiranih,  spontana  se
eliminacija  HCV  odvija  u  samo  oko  15%  slučajeva.  Ostalih  85%  inficiranih  ide  prema  kroničnim



sekvelama  različitim  tempom.1­10  Ovo  kronično  nosilaštvo  HCV,  odnosno  kronična  HCV  infekcija
klinički  se  ili  uopće ne manifestira  ili  tek  s  blagim  znakovima bolesti.  Tek  se  nakon  više  godina  ili
desetljeća javljaju znakovi bolesti koji odvode inficiranog liječniku. Posljedica takvog prirodnog tijeka
HCV  infekcije  jest  da  se  najveći  dio  inficiranih  registrira  u  kroničnoj  fazi  ­  kada  bolest  postaje
simptomatska. Neki se dijagnosticiraju slučajno u sklopu šire dijagnostičke obrade, a daleko najmanji
broj se registrira u fazi akutne HCV infekcije.

Slično se kao u HBV infekciji, nakon ulaska HCV u organizam i njegove replikacije te reakcije imunog
sustava na HCV, odnosno njegove antigene u serumu bolesnika, mogu naći genetski materijal virusa,
njegovi antigeni  te antitijela usmjerena na antigene komponente HCV. Budući da  je koncentracija
HCV antigena u  serumu vrlo niska,  za praktičnu dijagnozu  sve do prije  kratkog vremena nije bilo
moguće  njegovo  određivanje.  Praktična  se  specifična  dijagnostika  HCV  infekcije  temeljila  na  dva
markera HCV  infekcije: antitijelo na HCV (anti­HCV)  i genetski materijal virusa (HCV RNA). Klinički
simptomi  i  znakovi,  rezultati  biokemijskih  laboratorijskih  testova  te  histologija  jetre  akutnog  C
hepatitisa  sliče  onima  u  drugih  oblika  akutnih  virusnih  hepatitisa.  Bolest  se  može  dijagnosticirati
samo na temelju seroloških i/ili virusoloških testiranja.46,56

Antitijela usmjerena na različite antigene HCV (anti­HCV) su gotovo uvijek prisutna u kroničnoj HCV
infekciji. Navodi se da tek u oko 5­10% slučajeva nema odgovora antitijela na antigene HCV (barem
one koji se nalaze u test sistemu).50­55,57 Premda se ELISA testovima zadnje generacije antitijela na
HCV mogu naći do dva i pol mjeseca nakon ulaska HCV u organizam, može proći  i više mjeseci do
njihova pojavljivanja.46­50,58­61 Pozitivni je rezultat ELISA testiranja posljedica postojanja u serumu
antitijela  na  različite  komponente  HCV.  Taj  je  pozitivitet  rezultat  zbirnog  dokazivanja  različitih
antitijela i kod pozitivne ELISE ne zna se o kojim je konkretno antitijelima riječ, odnosno koja su od
ovih antitijela usmjerena na koje antigene komponente HCV. Budući su i kod najosjetljivijih ELISA
tehnika mogući i lažno pozitivni rezultati zbog prisutnosti nespecifičnih faktora (ali i zbog niza drugih
razloga) nužno  je, uvjetno rečeno pozitivnu ELISU retestirati  i ukoliko  je ona ponovljeno pozitivna
potvrditi korištenjem tzv. potvrdnih testova. Perzistencija anti­HCV je obično dugotrajna (desetljeća,
a možda  i  doživotno),  ali  to  ne  vrijedi  za  sva  anti­HCV antitijela.  Koncentracija  se  nekih  antitijela
može smanjiti pa i nestati, dok su neka druga dugo, možda i trajno prisutna.50­55

Najčešće korišten potvrdni  test  za dokazivanje antitijela na antigene komponente HCV  je western
blot te  imunoblot. Ovim je tehnikama moguće  individualizirati određeno antitijelo usmjereno na za
njega  specifičan  antigen.  Analizom  dinamike  ovako  utvrđenih  individualnih  antitijela  moguće  je
registrirati njihovu prvu pojavu, trajanje i nestajanje. Najčešće se antigene komponente na koje se
traže antitijela zbirno ­ kod ELISE i individualno kod potvrdnih testova navedene u tablici 4.

Tablica  4.  Antigene  komponente  HCV  na  koje  se  testiraju  antitijela  kod  HCV  infekcije  u  test
sistemima ELISE i westernblota odnosno imunoblota.

Nalaz antitijela na HCV ( anti­HCV) je nedvojbeni dokaz kontakta s HCV. Budući da oko 15% osoba
inficiranih s HCV dolazi do spontane eliminacije ovog virusa, nalaz antitijela ne znači samo infekciju
nego uspješan oporavak od HCV infekcije. Za potvrdu postojanja HCV infekcije je nužno dokazivanje
HCV virusa, odnosno njegovog genetskog materijala ­ HCV RNA.

Genetski se materijal hepatitis C virusa HCV RNA javlja rano tijekom HCV infekcije, oko 15­tog dana
od ulaska virusa u organizam.52 Prisutan je u organizmu tijekom akutne  i kronične  infekcije50­52  i
jasan je dokaz HCV infekcije. Vrlo se senzitivni testovi za dokazivanje HCV RNA temeljeni na tehnici
lančane  reakcije  polimeraze  ili  nekim drugim amplifikacijskim  tehnikama nukleinske kiseline mogu
koristiti  tijekom tzv. window perioda, odnosno prije pojave antitijela čime se dokazuje akutna HCV
infekcija. Titar genoma HCV može fluktuirati u velikoj mjeri. Opisano je više slučajeva da u početku
akutne,  ali  i  tijekom  kronične  HCV  infekcije,  titar može  biti  intermitentno  negativan  i  dovesti  do
dijagnostičkih  zabuna.50­52,62­65  Treba  nadalje  napomenuti  da,  premda  su  ovi  testovi  raspoloživi



komercijalno,  neki  od  njih  nisu  i  licencirani  u  pojedinim  zemljama.  Izvođenje,  senzitivnost,
specifičnost  i  reproduktibilnost  svakog  pojedinog  testa  još  nije  standardizirana.  Rezultat  toga  je  i
dobro dokumentirano  iskustvo da  je ovaj postupak opterećen  lažno pozitivnim rezultatima o čemu
treba voditi računa. Pored kvalitativnih testova za dokazivanje HCV RNA, razvijeni su i kvantitativni
testovi kojim se utvrđuje broj virusnih čestica (viral load) u serumu. Ovi kvantitativni testovi pokazali
su se veoma korisnim tijekom praćenja količine virusa u bolesnika koji su pod terapijom. Njima se
određuje  količina  virusa  prije  i  u  određeno  vrijeme  nakon  terapije  radi  prosudbe  o  uspješnosti
terapije.66

Određivanje  genotipa  HCV  se  pokazalo  veoma  korisnim  u  predviđanjima  ishoda  terapije.  Različiti
genotipovi  različito  reagiraju  na  terapiju,  odnosno  dužina  davanja  terapije  se  razlikuje.67­71
Najpovoljniji  su  genotipovi  2  i  3a.  Jedna  analiza  genotipova  provedena  u  zadnje  vrijeme  među
intravenskim korisnicima droge u Hrvatskoj pokazuje najveću zastupljenost 3a genotipa (tablica 5.)

Tablica 5. Učestalost HCV genotipova u populaciji IV korisnika droge u Hrvatskoj.

Kao što  je dijagnoza akutne HCV  infekcije vrlo  teška  jer kontakt s virusom registrira  tek mali broj
osoba (oko 10%), većina ih ne dolazi zbog toga svom liječniku. Detekcija HCV RNA, odnosno anti­HCV
u relativno maloj mjeri može koristiti u dijagnozi akutne HCV infekcije. Naime, pozitivan nalaz HCV
RNA uz prisutnost anti­HCV ne govori da li je HCV ušao u organizam nedavno ili prije više vremena.
Ako  postoji  pritom  klinička  simptomatologija,  ona  se  može  vezati  uz  neki  od  poznatih,  ali  i  neki
nepoznati  (a  pretpostavlja  se  da  takvi  postoje)  hepatitis  virus.  Nalaz  HCV  RNA  bez  anti­HCV  uz
kliničku simptomatologiju ukazuje na akutnu infekciju. Broj je tako detektirane akutne HCV infekcije
teoretski izrazito mali zbog već navedenih razloga. Treba ponoviti da u početku akutne HCV infekcije
HCV RNA može  biti  i  negativan.  Pozitivan  nalaz  antitijela  na­ HCV  također  u  principu  ne  govori  o
vremenu  ulaska  HCV  u  organizam,  odnosno  o  akutnoj  infekciji.  Samo  su  dva  slučaja  kada  nam
analiza anti­HCV daje jasan dokaz za akutnu HCV infekciju. Prvi slučaj je serokonverzija bolesnika u
kojega se sumnja na akutnu HCV infekciju jer je prvi (ili nekoliko prvih) seruma negativan na anti­
HCV, a kasnije postaje pozitivan što je  jasan znak akutne  infekcije.51­54,62­65,71 Druga je situacija
tzv. evolucija  imunog odgovora. Budući da se antitijela na pojedine antigene komponente HCV ne
javljaju istodobno, već postoji određeni redoslijed, tada pojava jednog (ili dva) antitijela na početku
bolesti  te  pojava  više  njih  kroz  slijedeće  dane  ili  tjedne  jasno  ukazuje  na  akutnu  HCV  infekciju.
Spomenute  su  situacije  u  kojima  nalaz  HCV  RNA  i  detekcija  anti­HCV  može  služiti  za  dijagnozu
akutne HCV infekcije zapravo rijetke i iz takvih okolnosti registrira se mali broj akutne HCV infekcije.
Sve je to bio razlog za traženjem dodatnih markera akutne HCV infekcije.

Analogno ulozi IgM razreda antitijela kao jasnog znaka akutne bolesti u bolesnika s HAV, HBV i HDV
infekcijom, smatralo se da bi nalaz IgM anti­HCV mogao koristiti u istom smislu u HCV infekciji. IgM
anti­HCV  doista  se  nalazi  praktički  u  100  %  slučajeva  akutne  HCV  infekcije,  ali  i  u  ogromnom
postotku (preko 80 %) i u bolesnika s kroničnom HCV infekcijom. Time je on isključen kao marker
akutne  HCV  infekcije.72­74  On  se  koristi  kao  dobar  element  za  procjenu  efikasnosti  terapije  HCV
infekcije  te  za  razlikovanje  da  li  se  u  transplantiranoj  jetri  radi  o  reinfekciji  s  HCV  ili  o  reakciji
odbacivanja transplantata.

Dugo su  trajali  pokušaji  dobivanja praktičnog  testa  za dokazivanje hepatitis C virusnog antigena  ­
HCVAg. Vjerovalo se da bi njegovim utvrđivanjem i praćenjem njegove dinamike, analogno HBsAg u
HBV  infekcije  dobio  iskoristivi  marker  akutne  HCV  infekcije.  Prije  par  godina  je  razvijen  ELISA
postupak za dokazivanje tzv. slobodnog75­80 i vezanog HCVAg.78,79,81­84 U prvom je slučaju moguće
detektirati HCVAg u  ranoj  fazi akutne HCV  infekcije kada  još ne postoji  slobodno antitijelo  i pratiti
njegovu dinamiku koja traje oko dva mjeseca.79,82 On se javlja rano, gotovo istodobno s HCV RNA (u
prosjeku  jedan  dan  kasnije  ­  oko  14  dana  od  ulaska  HCV  u  organizam)  i  s  obzirom  da  perzistira
ograničeno vrijeme  i  ima  jasnu dinamiku, moguće  je dokazati akutnu HCV  infekciju. U drugom  je
slučaju  dokazivanja  vezanog  HCVAg  (odnosno  kompleksa  HCVAg/anti­HCV)  moguće  upotrebom
monoklonalnih  antitijela  utvrditi  HCVAg  koji  je  vezan  uz  anti­HCV  i  kvantitativno  ga  odrediti.81­84
Određenim  se  postupkom  razbija  veza  antigen­antitijelo  i  zatim  se  sam  antigen  određuje



standardnim imunim postupkom. Postoji dobra kvantitativna korelacija između HCVAg i HCV RNA kod
nižih,  viših  i  visokih  vrijednosti,  ali  je  slabija  u  izrazito  niskim vrijednostima virusa.81  Ovaj  bi  test
mogao  poslužiti  u  više  situacija  HCV  infekcije:  u  akutnoj  HCV  infekcije,  u  anti­HCV  pozitivnim
osobama (da se utvrdi da li je HCV eliminiran ili nije), prilikom utvrđivanja nivoa HCV prije početka
terapije  i  tijekom  terapije  kako bi  se  pratila  efikasnost  terapije,  ako  terapije  nije  uspjela,  odnosno
relapse.86

Dijagnostika hepatitis D virusne infekcije.

Uzročnik hepatitis D virusne infekcije je hepatitis D virus (HDV) – cirkularni, jednolančani RNA virus s
ovojnicom,  zasada  bez  jasne  klasifikacije.  Hepatitis  delta  virus  (HDV)  je  defektan  virus  i  može
pokazati svoje patološko djelovanje jedino uz hepatitis B virus. Delta infekcija može ići kao koinfekcija
s HBV kada u isto vrijeme ulaze u organizam HBV i HCV i kao superinfekcija kada na podlozi postojeće
HBV  infekcije  (kronično  nosilaštvo  HBsAg)  dolazi  HDV.  Posljedice  HDV/HBV  superinfekcije  su  puno
opasnije od koinfekcije. Dijagnostika HDV infekcije je moguća kao i kod drugih virusa: identifikacijom
virusa, dokazivanjem antigena i dokazivanjem antitijela. U praksi se najčešće koristi ELISA tehnika za
dokazivanje antigena (HDAg) i antitijela IgM i IgG razreda.87­89

HDAg  se nalazi  obično u  ranim  fazama  infekcije  (koinfekcija,  superinfekcija)  premda  se  često  i  ne
registrira. Akutnu infekciju karakterizira kratkotrajna pojava IgM razreda antitijela nakon čega slijedi
pojava IgG razreda. Kroničnu infekciju karakterizira visoki nivo IgG anti­HD.

U  dijagnostici  HDV  infekcije  posebno  treba  upozoriti  na  efekt  interakcije  HDV  na HBV.  HDV može
djelovati  supresivno  na  genetske  produkte  HBV  tijekom  akutne  faze  delta  infekcije.  U  kroničnog
nositelja HBsAg (koji često nemaju kliničkih znakova bolesti) HDV može suprimirati produkciju HBsAg
tako da se njen nivo u krvi smanjuje, a  istovremeno se može, prolazno, pojaviti  i anti­HBs. Dakle,
ako  se  ne  misli  na  HDV  infekciju  (u  ovom  slučaju  superinfekciju),  dinamika  HBsAg  i  anti­HBs
podsjećaju na akutnu HBV infekciju što dovodi do krive dijagnoze.

Opisani  su  i  rijetki  slučajevi  paradoksalne  situacije u kojoj HBsAg biva  trajno eliminiran  s  trajnom
pojavom  anti­HBs.  Superinfekcija  s  HDV  dovede  do  trajne  eliminacije  HBsAg  čime  prestaje  stanje
kroničnog nosilaštva. Opisana standardna dinamika HDV markera može u nekim specifičnim uvjetima
biti promijenjena. Na primjer, u AIDS bolesnika (zbog  imunosupresije  izazvane HIV­om) produkcija
antitijela je slaba ili se uopće ne registrira, dok je HD antigenemija izrazita i perzistentna jer nema
antitijela da ih blokira. Na tablici 6 prikazana je kombinacija HBV i HDV biljega i njihova interpretacija.

Tablica 6. Kombinacija HBV i HDV biljega i njihova interpretacija.

Dijagnostika hepatitis E virusne infekcije

Uzročnik hepatitis E virusne infekcije je hepatitis E virus (HEV) – linearni, jednolančani RNA virus bez
ovojnice, za sada bez jasne klasifikacije. Premda se u početku smatralo da je HEV infekcija ograničena
na određene regije svijeta (Južna Amerika, Indija) infekcija HEV­om se registrira i u drugdje, a da to
nije povezano s putovanjima u te krajeve niti kontaktom s osobama iz tih krajeva.

HEV infekcija se javlja u dva oblika, kao epidemijska i kao sporadična infekcija. Epidemijski se HEV
infekcija  javlja  primarno  u  zemljama  u  razvoju  (Indija,  Nepal,  Burma,  Kina  ,  Afrika,  Meksiko).
Sporadična se HEV infekcija javlja primarno u razvijenim zemljama i to obično među putnicima koji
su dobili  infekciju u endemičnim područjima. U zadnjih se nekoliko godina  registrira više slučajeva
(uključujući našu zemlju) bolesti u osoba koje nisu nikada putovale u spomenute endemske krajeve



niti su bile u kontaktu s osobama koje su iz tih krajeva došle. Virus se može prenositi među ljudima,
ali HEV infekcija je i zoonoza.

Klinički je infekcija hepatitis E virusom samoograničavajuća akutna bolest koja sliči hepatitisu A, ali ju
karakterizira visoka smrtnost među trudnicama. Kao i u drugih hepatitis virusa dijagnoza se postavlja
utvrđivanjem  virusa  (imunoelektronska mikroskopija),  utvrđivanjem  genetskog materijala  virusa  i
utvrđivanjem antitijela na HEV (anti­HEV IgM i IgG razreda). Ovaj zadnji postupak je onaj koji se u
praksi provodi i to tehnikom ELISA­e ili Western blotom.90­93

Dijagnostika hepatitis G virusne infekcije

Nije poznat pravi klinički značaj infekcije ovim virusom. U više od 70% slučajeva HGV infekcija nije
praćena  s  hepatocelularnim  oštećenjem,  a  u  dodatnih  16%  se  registrira  samo minimalan  porast
transaminaza.  Uz  mogućnost  detekcije  HGV  infekcije  utvrđivanjem  genetskog  materijala,
dijagnostika  se  pretežno  temelji  na  utvrđivanju  antitijela  na  E2  protein.  Budući  se  ovo  antitijelo
rijetko  nalazi  istovremeno  s  virusnom  RNA,  smatra  se  da  su  ova  dijagnostička  antitijela  ujedno  i
visoko neutralizirajuća.94­96

Dijagnostika TTV virusne infekcije

Slično kao  i kod HGV, prava uloga, ako uopće  i postoji, u patologiji  jetre nije poznata. Danas osim
analize  genoma  TTV  nisu  razvijene  komercijalne  tehnike  (tipa  ELISA)  za  dokazivanje  antitijela  na
ovaj virus.97­99

Dijagnostika SEN­V virusne infekcije

Otkriće ovog virusa pobudilo je nadu da će on možda “pokriti” većinu nonA­nonE virusnih hepatitisa.
Ubrzo se pokazalo da se on, poput HGV I TTV virusa ne može jasno povezati s oštećenjem jetre u
ljudi.100­102

Dijagnostika NV­F virusne infekcije

Ovaj je virus tek nedavno otkriven te njegovu eventualnu ulogu u oštećenju jetrenog parenhima tek
treba  utvrditi.  Ne  postoje  zasada  komercijalni  dijagnostički  postupci  za  detekciju  infekcije  ovim
virusom.103

Interakcija/koinfekcija virusa

Istodobna infekcija (koinfekcija) unutar grupe hepatitis virusa te hepatitis virusa i HIV­a može imati
reperkusije u dijagnostičkom smislu. Najilustrativniji  je primjer u  tom smislu HBV/HDV koinfekcija.
Kao što je navedeno u poglavlju HDV infekcija, superinfekcija HDV kod HBsAg nosilaštva može dovesti
do pogrešne dijagnoze ako se na to ne misli. Registrirani su slučajevi HCV infekcije bez anti­HCV u
osoba s HIV  infekcijom zbog  imunosupresivnog djelovanja HIV­a na produkciju anti­HCV antitijela.
Interakcija  hepatitis  virusa  te  hepatitis  virusa  i  HIV­a  je  područje  koje  se  tek  počelo  intenzivnije
ispitivati. Važan je segment toga posljedica te interakcije u dijagnostičkom smislu.
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