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ABSTRACT

Hepatitis B Virus (HBV) is one of the main causative agents of acute and chronic hepatitis in

Indonesia. Indonesia has a moderate to high endemicity of HBV infection. Patients with chronic
hepatitis B have a high risk to become liver cirrhosis and or hepatocellular carcinoma.
Hepatitis B surface antigen (HBsAg) has been used as a screening marker for HBV infection. Where
as Hepatitis B envelope Antigen (HBeAg) has been classically used as an indicator of an active
replication of the virus, infectivity, clinically worse condition and response to therapy. Besides,
HBYV DNA detection is also another important indicator.

The purpose of this study is to analyze the HBeAg, anti-HBe and HBV DNA of patients with
HBsAg positive, for a better understanding the natural history of HBV infection. HBsAg, HBeAg
and anti-HBe were detected by ELISA, and Real-Time PCR was used to detect HBY DNA.

Of the 51 serum samples with HBsAg positive, 24 showed HBV DNA positive, consists of 8
(15.69%), 5 (9.80%) and 11 (21.57%) with HBeAg positive/ anti-HBe negative, HBeAg negative/
anti-HBe positive, and HBeAg negative/ anti-HBe negative, respectively. The other 27 showed HBV
DNA negative, consists of 2 (3.92%), 18 (35.29%), and 7 (13.73%) with HBe Ag positive/ anti-HBe
negative, HBeAg negative/ anti-HBe positive, and HBeAg negative/ anti-HBe negative, respectively.
These results showed that HBV DNA (means viremia) could be found in those with HBeAg
positive/ anti-HBe negative, HBeAg negative/ anti-HBe positive, and HBeAg negative/ anti-HBe
negative, where as HBV DNA negative was mostly 18 (35.29%)found in patients with HBeAg
negative/ anti-HBe positive. Several possibilities could play a role, such as: dose of the infection,
intensity and frequency of expose to HBV and the duration as HBV carriers. Anti-HBe is not a
guarantee of the viral elimination.

Conclusion: This study confirmed 4 phases of the course of (chronic) HBV infection, i.e.
immune tolerant, immune clearance, inactive carrier state and reactivation. HBeAg can be negative
at the early phase of infection, eventhough HBV DNA has been positive. During anti-HBe positive,
HBYV DNA can be negative (inactive carrier state) or positive (reactivation phase).

Keyword : Serum, HBeAg, DNA HBV, Patients



Abstrak

Virus hepatitis B merupakan salah satu penyebab penyakit hati akut maupun kronis yang
tersebar luas di Indonesia. Indonesia merupakan negara dengan endemisitas infeksi VHB yang
cukup tinggi. Infeksi kronis VHB mempunyai resiko tinggi untuk berkembang menjadi sirosis hati
dan karsinoma.

Deteksi infeksi VHB yang mudah dilakukan adalah pemeriksaan HBsAg. Mengingat HBeAg
digunakan sebagai indeks replikasi virus, tingkat infektivitas, beratnya penyakit dan respon terapi.
Selain itu, deteksi kuantitatip dari DNA VHB juga termasuk petanda yang penting.

Penelitian ini bertujuan untuk melakukan analisis kadar HBeAg, anti-HBe dan DNA VHB
pada penderita dengan HBsAg positip, untuk menambah pengetahuan dari riwayat infeksi VHB.
HBsAg, HBeAg dan anti-HBe dapat dideteksi dengan pemeriksaan ELISA dan pemeriksaan Real-
Time PCR untuk mengetahui kadar DNA VHB.

Dari 51 sampel serum dengan HBsAg positip, 24 sampel menunjukkan DNA VHB positip,
terdiri dari 8 (15,69%), 5 (9,80%) dan 11 (21,57%) dengan hasil HBeAg positip/ anti-HBe negatip,
HBeAg negatip/ anti-HBe positip. Juga 27 sampel menunjukkan DNA VHB negatip, terdiri dari : 2
(3.92%). 18 (35.29%). dan 7 (13.73%) dengan hasil HBeAg positip/ anti-HBe negatip, HBeAg
negatip/ anti-HBe positip. Hasil-hasil disini menunjukkan bahwa DNA VHB (means viremia) dapat
ditemukan dengan HBeAg positip/ anti-HBe negatip, HBeAg negatip/ anti-HBe positip, and HBeAg
negatip/ anti-HBe negatip, Mengingat DNA VHB negatip didapatkan penderita terbanyak 18
(35,29%) dengan HBeAg negatip/ anti-HBe positip. Beberapa kemungkinan dapat disebabkan oleh
dosis dari infeksi, intensitas dan frekuensi dari pemaparan VHB dan lama dari pengidap VHB. Anti-
HBe tidak menjamin dari virus tereliminasi.

Kesimpulan: Dari hasil analisis 4 kelompok hasil didapatkan adanya sampel serum dalam
fase infeksi virus hepatitis B (Kronik) seperti immune tolerant, immune clearance, inactive carrier
state and reactivation. HBeAg dapat negatip pada fase awal infeksi, meskipun DNA VHB dapat
positip. Selama anti-HBe positip, DNA VHB dapat negatip (inactive carrier state) atau positip
(reactivation phase).

Kata kunci : Serum, HBeAg, DNA VHB, Penderita
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BAB 1. PENDAHULUAN SURABA

L1. Latar belakang

Virus hepatitis B (VHB) merupakan suatu masalah kesehatan masyarakat global yang serius.
Sekitar dua milyar penduduk dunia telah terinfeksi virus hepatitis B (WHO, 2000). Infeksi VHB
dikaitkan dengan spektrum klinis yang luas, mulai dari status pengidap asimtomatik, hepatitis akut
dan hepatitis fulminan hingga berbagai bentuk infeksi kronik termasuk hepatitis B kronik, sirosis
hepatitis dan karsinoma hepatoselular. Lebih dari 350 juta orang diperkirakan menjadi pengidap
virus hepatitis B (HBV) (Kao et al., 2002).

Indonesia merupakan daerah endemis tingkat sedang dari infeksi virus hepatitis B (VHB).
Telah dilaporkan bahwa pengidap VHB pada donor darah di sebelas kota besar di Indonesia berkisar
2,1% sampai 9,5% , dan di Propinsi Papua sebesar 10,5% (Lusida M.1.,et.al.2008).

Metode ELISA adalah suatu teknik yang sensitive untuk deteksi HBsAg dengan sensitivitas
yang semakin meningkat. Pemakaian metode untuk uji saring HBsAg dengan sensitivitas yang
semakin meningkat telah berhasil menurunkan terjadinya hepatitis B akibat transfusi darah di Inggris
menjadi 1:50.000-170.000 dan di Amerika Serikat menjadi 1:63.000. Namun demikian, secara
teoritis transmisi hepatitis B masih mungkin terjadi apabila pendonor darah sedang berada pada
window phase. Hasil negatif palsu juga bisa terjadi apabila pendonor darah merupakan pengidap
dengan level HBsAg rendah, sehingga HBsAg tidak terdeteksi oleh metode uji saring dengan tingkat
sensitivitas tertentu (Regan ef al., 2000).

HBeAg tidak ikut membentuk virus utuh, tidak berperan pada proses replikasi, virus tetapi
disekresi langsung dari hepatosit ke dalam serum. Dalam klinik HBeAg digunakan sebagai indeks
replikasi virus, tingkat infektivitas, beratnya penyakit dan respon terapi. Antigen ini muncul pada
minggu 3 — 6 paska infeksi yang merupakan periode yang paling infeksius. Pada kasus-kasus

hepatitis B akut yang self limited, HBeAg akan hilang segera setelah puncak meningkatnya kadar



SGPT, sebelum hilangnya HBsAg dan selanjutnya akan muncul anti HBe. Persistensi HBeAg positif
lebih dari 10 minggu menunjukkan adanya penyakit yang progresif menuju kronis (CDC, 2002).

DNA VHB bisa ditemukan dalam 30 hari pasca infeksi, dengan puncaknya pada 6 minggu.
Pemeriksaan DNA VHB dilakukan dari sampel serum maupun sel-sel hepar, baik secara kualitatif
maupun kuantitatif. Pemeriksaan DNA VHB kuantitatif di dalam serum penting dan dapat
digunakan mengetahui aktifitas penyakit, efektifitas obat antiviral, memprediksi hasil terapi
antiviral, deteksi dini timbulnya resistensi serta menentukan adanya occult hepatitis. Mula-mula
metode yang digunakan untuk pemeriksaan DNA VHB kuantitatip adalah hibridisasi dengan
sensitifitas sekitar 5 X 10° kopi/ml, selanjutnya digunakan metode PCR yang mampu mendeteksi
300 kopi/ml. Karena belum adanya keseragaman dalam hal satuan yang dipakai, WHO menyarankan
penggunaan IU/ml, dengan 1 IU/ml = 5-6 kopi/ml (CDC, 2002).

Institute of Tropical Disease (ITD) Universitas Airlangga telah merintis usaha dalam
membantu menanggulangi permasalahan kesehatan di Indonesia dengan menjalin kerjasama
penelitian dengan berbagai institusi dari dalam maupun luar negeri. Kerjasama penelitian tersebut
dimanfaatkan untuk memperoleh data tentang kejadian, penularan dan penanggulangan penyakit
seperti penyakit hepatitis yang ada di Indonesia.

Dengan demikian sebagai upaya memberikan kontribusi keilmuan, dirasakan perlu untuk
dilakukan analisis kadar HBeAg dan DNA VHB pada penederita dengan HBsAg positip di

Surabaya, Indonesia.

I.2. Rumusan masalah

Berdasarkan hal tersebut di atas, maka dapat dirumuskan masalah sebagai berikut :

1. Bagaimana analisis kadar HBeAg dan DNA VHB pada penderita dengan HBsAg Positip?



I.3. Subyek Penelitian

Subyek penelitian ini adalah koleksi sampel serum yang diperoleh dari penderita yang
melakukan pemeriksaan dilaboratorium ITD UNAIR. Serum disimpan dalam frezzer - 80°C sampai
siap dikerjakan. Pemeriksaan dilakukan dilaboratorium Hepatitis, Institute of Tropical Disease (ITD)

Unair Surabaya.

I.4. Tujuan dan manfaat penelitian
L.4.1. Tujuan Penelitian
I.4.1.1. Tujuan Umum
Penelitian ini bertujuan untuk melakukan analisis kadar HBeAg dan DNA VHB pada
penderita dengan HBsAg positip.
1.4.1.1. Tujuan Khusus
1.Mengetahui hasil HBsAg positip pada sampel serum penderita.
2.Mengetahui hasil HBeAg positip sampel serum pada penderita.
3.Mengetahui kadar DNA VHB sampel serum pada penderita.
4 Melakukan analisis kadar HBeAg dan DNA VHB sampel serum pada penderita.
1.4.2. Manfaat Penelitian.
Dari hasil Analisis kadar HBeAg dan DNA VHB pada penderita dengan HBsAg positip,
pada sampel serum dalam penelitian ini, diharapkan dapat bermanfaat untuk :
1. Menambah khasanah pengetahuan tentang kadar HBeAg dan DNA VHB pada penderita hepatitis.
2. Mengetahui tentang kadar HBeAg dan DNA VHB untuk monitor terapi pada penderita hepatitis.

3. Memberikan tambahan pertimbangan pemeriksaan pada pasien baru penderita hepatitis.



BAB II. STUDI PUSTAKA
IL.1. Epidemiologi HBV

Hepatitis B merupakan salah satu dari beberapa penyakit utama manusia dan merupakan
masalah kesehatan masyarakat global yang serius. Sekitar dua milyar orang (WHO, 2000) yang
mencakup lebih dari sepertiga penduduk dunia telah terinfeksi virus hepatitis B. Lebih dari 350 juta
orang di antaranya menjadi pengidap virus hepatitis B (Zuckerman, 1999) yang sebagian besar
berada di Asia atau Afrika (Horvat & Tegtmeier, 2003). Sekitar seperempat dari pengidap tersebut
berkembang menjadi hepatitis B kronik aktif. Di seluruh dunia, sekitar satu juta kematian terjadi
setiap tahunnya karena sirosis hepatis dan karsinoma hepatoseluler yang berkaitan dengan infeksi
virus hepatitis B (Brooks et al., 2004).

Persentase pengidap virus hepatitis B pada populasi mulai kurang dari 2% di area dengan
tingkat endemisitas rendah hingga lebih dari 8% sampai 20% di area dengan tingkat endemisitas
tinggi (Kordi & Wallace, 2004). Di berbagai negara, angka pengidap virus hepatitis B berkaitan
dengan modus transmisi yang predominan dan umur pada saat mendapatkan infeksi (Horvat &
Tegtmeier, 2003).

Indonesia merupakan daerah endemis tingkat sedang dari infeksi virus hepatitis B (VHB).
Telah dilaporkan bahwa pengidap VHB pada donor darah di sebelas kota besar di Indonesia berkisar
2,1% sampai 9,5% , dan di Propinsi Papua sebesar 10,5%. (Lusida M.I.,et.al.2008).

Envelope virus hepatitis B mengandung protein yang disebut antigen permukaan (HBsAg)
(Levinson & Jawetz, 2003) yang terdiri dari tiga polipeptida. Protein yang kecil disandi oleh regio S
dari gen S dan terdiri dari 226 polipeptida asam amino (24 kilo Dalton (kDa)) dan bentukan
glikosilasinya (27 kDa). Protein yang sedang disandi oleh regio pre-S2 dan S dari gen S dan
mengandung sebuah tempat glikosilasi tambahan pada regio pre-S2. Polipeptida yang besar
mengandung 389-400 asam amino yang disandi oleh regio pre-Si, pre-S2 dan § dari gen S, namun

umumnya kehilangan tempat glikosilasi pre-S2 (Horvat & Tegtmeier, 2003).




Geographic Distribution of Chronic HBV Infection

Gambar 1 : Geografi infeksi virus hepatitis B. (CDC,2003).

HBeAg tidak ikut membentuk virus utuh, tidak berperan pada proses replikasi, virus tetapi
disekresi langsung dari hepatosit ke dalam serum. Dalam klinik HBeAg digunakan sebagai indeks
replikasi virus, tingkat infektivitas, beratnya penyakit dan respon terapi. Antigen ini muncul pada
minggu 3 — 6 pasca infeksi yang merupakan periode yang paling infeksius. Pada kasus-kasus
hepatitis B akut yang “self limited’, HBeAg akan hilang segera setelah puncak meningkatnya
SGPT, sebelum hilangnya HbsAg dan selanjutnya akan muncul anti Hbe. Persistensi HBeAg positif

lebih dari 10 minggu menunjukkan adanya progresi penyakit menuju kronis (CDC, 2002).

HBV DNA bisa ditemukan dalam 30 hari pasca infeksi, dengan puncaknya pada 6 minggu.
Pemeriksaan HBV DNA dilakukan dengan sampel dari serum dan sel-sel hepar, pemeriksaan
tersebut dilakukan secara kualitatif maupun kuantitatif. Pemeriksaan HBV DNA kuantitatif di

dalam serum penting dalam rangka mengetahui aktifitas penyakit, efektifitas obat antiviral,
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memprediksi hasil terapi antiviral, deteksi dini timbulnya resistensi serta menentukan adanya “occult
hepatitis”. Mula-mula metode yang digunakan adalah hibridisasi dengan sensitifitas sekitar 5 X 10°
kopi/ml, selanjutnya digunakan metode PCR yang mampu mendeteksi 300 kopi/ml. Karena belum
adanya keseragaman dalam hal cara pemeriksaan dan hasil, WHO menyarankan penggunaan [U/ml,

dengan 1 IU/ml = 5-6 kopi/ml (CDC, 2002).

I1.2. Struktur Genom Virus Hepatitis B

Virus hepatitis B (VHB) merupakan virus penyebab hepatitis akut dan kronis yang tersebar luas
di dunia. Jumlah penderita carrier infeksi VHB yang kronis lebih dari tiga ratus lima puluh juta dari
penduduk di dunia. Infeksi kronis VHB diperkirakan terjadi pada 5% - 10% penderita VHB dewasa
dan penderita ini mempunyai resiko tinggi (lebih dari seratus kali) untuk berkembang mnjadi
karsinoma hepatoselular. Dari dat penelitian yang ada, VHB merupakan 80% penyebab karsinima
hepatoselular (KHS) dimana KHS ini merupakan kanker hati terbanyak di dunia (Bonino, 1992; Kao
et al., 2002; Lusida M.I. et.al.,2008).

Virus hepatitis B adalah sebuah virus deoxyribonucleic acid (DNA) yang merupakan prototipe
dari famili Hepadnaviridae. Virion virus hepatitis B berdiameter 42 nanometer (nm), ber-envelope,
dengan nukleokapsid ikosa-hedral. Di dalam core virus hepatitis B terdapat polimerase DNA yang
tergantung DNA, genom DNA sirkuler utas ganda sebagian (Levinson & Jawetz, 2003), yang terdiri
dari 3.200 basa, Hepatitis B e Antigen (HBeAg) dan Hepatitis B core Antigen (HBcAg) (Horvat &
Tegtmeier, 2003).

Petanda serologis untuk infeksi VHB yang sedang aktif adalah antigen dari daerah genom S

(surface) VHB (HbsAg) (Bonino,1992).




Gambar 2 : Genom virus hepatitis B Gambar 3: Struktur protein permukaan
(CDC,2003). (CDC, 2003)

Envelope virus hepatitis B mengandung protein yang disebut antigen permukaan (HBsAg)
(Levinson & Jawetz, 2003) yang terdiri dari tiga polipeptida. Protein yang kecil disandi oleh regio S
dari gen S dan terdiri dari 226 polipeptida asam amino (24 kilo Dalton (kDa)) dan bentukan
glikosilasinya (27 kDa). Protein yang sedang disandi oleh regio pre-S2 dan S dari gen S dan
mengandung sebuah tempat glikosilasi tambahan pada regio pre-S2. Polipeptida yang besar
mengandung 389-400 asam amino yang disandi oleh regio pre-S1, pre-S2 dan S dari gen S, namun

umumnya kehilangan tempat glikosilasi pre-S2 (Horvat & Tegtmeier, 2003).
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IL.3. Transmisi VHB

Virus hepatitis B ditransmisikan melalui paparan transkutan atau permukosal terhadap darah
atau cairan tubuh individu yang mengalami infeksi virus hepatitis B akut atau kronik. Konsentrasi
tertinggi virus hepatitis B berada di darah, sementara itu konsentrasi sedang berada di semen, cairan
vagina dan saliva (CDC, 2003). Tiga modus transmisi hepatitis B adalah melalui darah, hubungan
seksual dan secara vertikal dari ibu kepada bayinya selama periode perinatal (Levinson & Jawetz,
2003; dan Hou et al., 2005). Pengguna obat-obatan secara intravena dan penerima transfusi darah,

termasuk pasien hemodialisis merupakan kelompok risiko tinggi (Levinson & Jawetz, 2003).

Virus hepatitis B merupakan bentuk Hepatitis yang lebih serius dibandingkan dengan jenis
hepatitis B lainnya. Penderita dapat terjadi di setiap orang dari semua umur.Ada beberapa hal yang
dapat menyebabkan virus Hepatitis B menyebar. Vertikal, cara penularan vertikal terjadi dari ibu
yang kontak dengan virus Hepatitis B kepada bayi yang lahir pada saat persalinan atau segera setelah
melahirkan. Horisontal, dapat terjadi sebagai akibat dari sebuah alat suntik tercemar, tindik telinga,
alat potong rambut, alat tatto, transfusi darah, penggunaan pisau cukur dan sikat gigi bersama-sama

dan hubungan seksual dengan pengidap Hepatitis B. (CDC, 2005).

Ralaive conzantraticn

Months following exposure

Gambar 1. Gambaran serologis selama infeksi virus hepatitis B. (Tim J. Harrison, dkk, 2004).
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Mengikuti perjalanan infeksi virus hepatitis B, penanda pertama yang nampak dalam
peredaran adalah HBsAg, dimana dapat ditemukan 2—- 8 minggu sebelum bukti kerusakan hati atau
demam kuning. Selanjutnya untuk mengetahui penanda virion, seperti aktivitas virus-specific DNA
polymerase dan DNA virus. Dua sampai empat minggu setelah HBsAg, anti-HBc dapat terdeteksi

dan persisten selama infeksi dan setelah fase kesembuhan. (Tim J. Harrison, dkk, 2004).

Months or years
Gambar 2. Gambaran serologis dari infeksi virus hepatitis B kronis dengan serokonversi. (Tim J.
Harrison, dkk, 2004).
Didalam infeksi akut pemeriksaan virus dengan melihat penanda dari seroconversion, dengan
menghilangnya HBeAg dan munculnya anti bodi ( anti-HBe). Kemudian, selama fase pemulihan,

HBsAg juga nampak dengan produksi anti-HBs. (Tim J. Harrison, dkk, 2004).

I1.4. MANIFESTASI KLINIS INFEKSI VHB

Sebagian besar orang dewasa yang terinfeksi VHB akan menderita sakit yang akut, dengan
gejala klinis mulai dari yang asimpomatik atau ringan, seperti terkena infeksi H Influenza sampai
gejala infeksi hepatitis yang berat. Sebagian besar penderita akan sembuh total secara spontan dalam
waktu 6 bulan, walaupun sebagian kecil akan berkembang menjadi infeksi fulminant yang fatal.

Sekitar 10% penderita yang terinfeksi VHB ketika dewasa dan 90% penderita yang terinfeksi VHB



diwaktu bayi akan menjadi carrier yang kronis. Sebagian besar penderita yang terinfeksi VHB
kronis ini terdeteksi secara kebetulan pada waktu peeriksaan darah yang rutin. Gambaran klinis
penderita yang terinfeksi VHB kronis bermacam-macam. Pada healthy carrier, dapat tanpa gejala,
tanpa replikasi VHB maupun tanpa gangguan faal hepar. Selain itu dapat pula infeksi kronis VHB

berkembang menjadi sirosis hati bahkan menjadi karsinoma hepatoseluler ( Bonino , 1992 )

11.4.1.Tahap replikasi virus disertai dengan toleransi immunologis.

Fase ini karakteristik dengan tingginya kadar HbsAg.anti HBc, DNA-HBV dan HbeAg,
disertai kadar alanine amino transferase (ALT ) yang masih normal, menunjukkan belum adanya
necroinflamtion dari hati. Fase ini dapat berlangsung dari beberapa minggu sampai 10 tahun, sampai
hilangnya toleransi immunologis. Pada fase ini HbeAg menghilang secara spontan dan terjadi dalam

jumlah yang lebih besar 10% sampai 20%( Bonino,1992: Sulaiman 2000 ).

11.4.2. Tahap replikasi virus disertai eliminasi immunologis.

Fase ini juga disebut fase serokonversi, yang karakteristik dengan kadar HBsAg, DNAVHB,
HBeAg dan atau anti-HBeAg dan kenaikan kadar ALT yang masih persisten. Pada saat ini dapat
terjadi fluktuasi viremia, sehingga terjadi pula fluktuasi kadar ALT dan titer IgM anti-HBc. Hal ini
merupakan usaha respon imun untuk menghilangkan VHB yang menginfeksi hepatosit. Bila efisien,
akan tejadi kesembuhan, bila tidak efisien dalam waktu 6 bulan, akan terjadi VHB yang kronis.
Beberapa penderita yang meninggal pada tahap penyakit hati kronis ini (karena sirosis atau
karsinoma). Usaha pembersihan dari semua hepatosit yang terinfeksi sering menyebabkan
meningkatnya kadar ALT yang kemudian diikuti dengan menurunnya kadar DNA VHB dan IGM

anti-HBc kekadar yang tidak terdeteksi (Bonino, 1992).
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I1.4.3. Tahap integrasi / non-replikasi virus atau periode laten.

Pada kondisi ini HBsAg tetap ada, tetpi tidak ada bukti-bukti bahwa VHB masih ber-
replikasi secara aktif maupun tanda-tanda hepatitis. Dengan diperantarai oleh system kekebalan
tubuh, adqusaha tubuh untuk menghilangkan virus yang menginfeksi sel, sehingga apabila replikasi
VHB dapat berhenti, HBeAg akan menghilang walaupun HBsAg masih adda. Setiap tahun 1 — 2%
ppenderita paada tahap ini akan hilang HBsAg nya dan timbul anti-HBsnya. Kecepatan hilangnya
HBsAg nampaknya ditentukan oleh lamanya infeksi. Penderita yang terinfeksi VHB kurang dari 2
tahun, nampaknya akan hilang HBsAgnya bila periode serokonversi ini sukses. Bila infeksi sudah
terjadi lama DNA VHB yang berintegrasi dengan sel sudah banyak, maka hilangnya HBsAg ini
hanya sedikit. Hepatosit yang beringrasi dengan sekuen VHB tidak mengekspresikan protein
nukleokapsid dan kehilangan kemampuan lisis imun. Penderita dengan infeksi laten dan sirosis
mempunyai resiko untuk berkembang mnejadi karsinoma hepatoseluler. (Bonino, 1992, Sulaiman

2000)

11.4.4. Tahap kekebalan tubuh.

Pada tahap ini HBsAg telah menghilang dan timbul antibody terhadap HBsAg yang
merupakan petanda kekebalan terhadap VHB. Penderita dengan HBsAg yang menghilang
mempunyai prognosis yang lebih baik daripada HBsAg tidak menghilang, namun penderita dengan
HBsAg yang menghilang ini tidak menyingkirkan kemungkinan perkembangan kearah sirosis atau

karsinoma hepatoseluler (Bonino, 1992, Sulaiman 2000)
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BAB III. METODE PENELITIAN

IIL.1. Rancangan Penelitian
Penelitian ini adalah penelitian observasional deskriptif (Friedman, 1993).
Ditinjau dari aspek waktu pengumpulan data, penelitian ini termasuk rancangan penelitian cross

sectional.

111.2. Populasi dan Sampel Penelitian
I11.2.1 Populasi Penelitian

Populasi penelitian adalah sampel darah dari penderita yang melakukan pemeriksaan di
laboratorium ITD Unair.
I11.2.2. Sampel Penelitian

Sampel penelitian adalah koleksi 150 sampel serum terakhir dari penderita yang selanjutnya
disimpan pada suhu -80°C sampai jumlah sampel serum penelitian mencukupi, maka dilakukan

pemeriksaan lebih lanjut.

I11.3. Metode Pemeriksaan
ITL3.1. Pemeriksaan dengan metode ELISA
I1L.3.1.1 Pemeriksaan HBsAg

Pemeriksaan HBsAg dilakukan dengan menggunakan metode enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA) kit dari Institute of Immunology Japan. Prosedur pemeriksaan dilakukan sesuai
dengan petunjuk pada kit tersebut.

Prosedur pemmeriksaan HBsAg :

Sumuran mikroplate yang berlabel antigen ditandai dengan menyesuaikan urutan kontrol

positip, kontrol negatip. Sampel yang akan dikerjakan kemudian ditambahkan 50pl
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kontrol positip, 50ul kontrol negatip kecuali yang akan digunakan sebagai blanko.
Mikroplate ditutup dengan penutup plate kemudian diinkubasi selama 2 jam dengan suhu
37°C. Selesai inkubasi dicuci dengan 300ul wash buffer sebanyak 5 kali. Dimasukkan
100 pl enzim yang dilabel antibodi dan diinkubasi selama 2 jam dengan suhu 37°C.
Selesai diinkubasi dicuci dengan 300ul wash buffer sebanyak 5 kali, kemudian
dimasukkan 100 pl enzim substrat (khromogen) dan inkubasi 30 menit dengan suhu
37°C pada ruang gelap. Selanjutnya ditambahkan 50 pl stop solution dan dibaca dengan

menggunakan ELISA reader pada panjang gelombang 450 nm.

I1L.3.1.2 Pemeriksaan HBeAg
Pemeriksaan kadar HBeAg dilakukan dengan menggunakan metode enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) kit dari Institute of Immunology Japan. Prosedur pemeriksaan
dilakukan sesuai dengan petunjuk pada kit tersebut.
Prosedur pemeriksaan HBeAg :
Sumuran mikroplate yang berlabel antigen ditandai dengan menyesuaikan urutan kontrol
positip, kontrol negatip. Sampel yang akan dikerjakan kemudian ditambahkan 50pl
kontrol positip, 50ul kontrol negatip kecuali yang akan digunakan sebagai blanko.
Mikroplate ditutup dengan penutup plate kemudian diinkubasi selama 2 jam dengan suhu
37°C. Selesai inkubasi dicuci dengan 300pl wash buffer sebanyak 5 kali. Dimasukkan
100 pl enzim yang dilabel antibodi dan diinkubasi selama 2 jam dengan suhu 37°C.
Selesai diinkubasi dicuci dengan 300ul wash buffer sebanyak 5 kali, kemudian
dimasukkan 100 pl enzim substrat (khromogen) dan inkubasi 30 menit dengan suhu
37°C pada ruang gelap. Selanjutnya ditambahkan 50 pl stop solution dan dibaca dengan

menggunakan ELISA reader pada panjang gelombang 490 nm.
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I11.3.1.3 Pemeriksaan anti-HBe
Pemeriksaan kadar anti-HBe dilakukan dengan menggunakan metode enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) kit dari Institute of Immunology Japan. Prosedur pemeriksaan
dilakukan sesuai dengan petunjuk pada kit tersebut.
Prosedur pemeriksaan anti-HBe :
Sumuran mikroplate yang berlabel antigen ditandai dengan menyesuaikan urutan kontrol
positip, kontrol negatip. Sampel yang akan dikerjakan kemudian ditambahkan 50pl
kontrol positip, 50ul kontrol negatip dan ditambahkan 50pl anti-HBe inhibisi setiap
sumuran kecuali yang akan digunakan sebagai blanko. Mikroplate ditutup dengan
penutup plate kemudian diinkubasi selama 2 jam dengan suhu 37°C. Selesai inkubasi
dicuci dengan 300ul wash buffer sebanyak 5 kali. Dimasukkan 100 pl enzim yang
dilabel antibodi dan diinkubasi selama 2 jam dengan suhu 37°C. Selesai diinkubasi dicuci
dengan 300pl wash buffer sebanyak 5 kali, kemudian dimasukkan 100 pl enzim substrat
(khromogen) dan inkubasi 30 menit dengan suhu 37°C pada ruang gelap. Selanjutnya
ditambahkan 50 ul stop solution dan dibaca dengan menggunakan ELISA reader pada

panjang gelombang 490 nm.

I11.3.2. Pemeriksaan DNA VHB metode Real-Time PCR 7300
I11.3.2.1. Ekstraksi DNA VHB

Ekstraksi DNA VHB dari serum dengan HBsAg positip dengan (metode ELISA) dilakukan
dengan menggunakan QIAamp. DNA Mini and Blood Mini Kit (Qiagen) yang pengerjaannya sesuai
dengan petunjuk kit. Dalam proses ekstraksi ini juga digunakan etanol, yellow dan blue tips steril,

tabung eppendorf 1,5 ml steril.
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Persiapan ekstraksi DNA VHB :

a.

Larutan stok Qiagen Protease di tambah dengan 1.2 ml nuclease-free water yang

mengandung 0.04% sodium azide. Ini akan stabil pada suhu -20°C dan dibuat alikuot.

b. Buffer AL sebelum digunakan dikocok terlebih dulu. Buffer ini akan stabil pada suhu 15 -
25°C

c. Buffer AW1 dimbah dengan 25 ml alkohol 96 — 100% pada botol AW 1 yang berisi 19 ml
konsentrat. Ini akan stabil pada suhu 15 - 25°C

d. Buffer AW2 ditambah dengan 30 ml alkohol 96 — 100% pada botol AW1 yang berisi 13
ml konsentrat. Campuran ini stabil pada suhu 15 - 25°C

e. Kemudian heating block diset dengan suhu 56°C

Prosedur ekstraksi DNA VHB :

a. 20pl Qiagen Protease dimasukkan pada tabung eppendorf 1,5 ml, Dengan jumlah yang
disesuaikan dengan jumlah sampel yang akan dikerjakan dan dilabel sesuai dengan ID
sampel.

b. Tabung eppendorf 1,5 ml yang berisi 20pl Qiagen protease ditambahkan 200ul sampel
serum.

c. Sebanyak 200ul buffer AL ditambahkan kedalam tabung eppendorf 1,5 ml yang berisi
sampel serum dan Qiagen Protease, kemudian diforteks selama 25 detik.

d. Kemudian tabung eppendorf 1,5 ml yang berisi campuran sampel, protease dan buffer
AL diinkubasi 56°C pada heating block selama 10 menit, kemudian dispindown untuk
menurunkan cairan yang menempel pada tutup tabung eppedorf.

e. Sebanyak 200pl alkohol 96% - 100% ditambahkan kedalam tabung eppendorf 1,5 ml

yang berisi campuran sampel, protease dan buffer AL dan difortek selama 15 detik
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kemudian dispindown untuk menurunkan cairan yang menempel pada tutup tabung
eppedorf.

Disiapkan QIAamp spin column beserta tabung coleksi dan diberi label QIAamp spin
column yang sesuai dengan jumlah sampel.

. Campuran sampel, protease dan buffer AL imasukkan dengan hati-hati pada QlAamp
spin column kemudian disentrifugasi dengan kecepatan 8.000 rpm selama 1 menit.

. Tutup QlAamp spin column dibuka dengan hati-hati kemudian ditambahkan 500ul buffer
AWI dan disentrifugasi dengan kecepatan 8.000 rpm selama 1 menit.

QIAamp spin column dipindahkan pada tabung koleksi baru, kemudian dibuang tabung
koleksi yang berisi filtrat.

Tutup QlAamp spin column dibuka dengan hati-hati dan tambahkan 500u] buffer AW2
pada QIAamp spin column kemudian disentrifugasi dengan kecepatan 14.000 rpm selama
3 menit.

. QIlAamp spin column dipindahkan pada tabung koleksi baru dan tabung koleksi dibuang
yang berisi filtrat.

QlAamp spin column dipindahkan pada tabung koleksi baru kemudian disentrifugasi
dengan kecepatan 14.000 rpm selama | menit.

. QlAamp spin column dipindahkan pada tabung eppendorf baru yang sudah diberi tanda
sesuai dengan ID sampel dan ditambahkan 200p1 Elusion buffer atau DW, kemudian
diinkubasi suhu ruang selama 1 menit setelah itu disentrifugasi dengan kecepatan 8.000
rpm selama | menit.

. QlAamp spin column dibuang dan pada tabung eppendorf didapatkan DNA VHB yang
siap dilakukan pemeriksaan lanjutan.

. Pemeriksaan dengan menggunakan mesin Real Time — PCR 7300 dari hasil isolasi DNA

virus hepatitis B sebagai berikut :
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I11.3.2.2. Amplifikasi dan Kwantitasi dengan Real-Time PCR 7300
Reaksi amplifikasi dan kwantitasi ini selain menggunakan mesin Real-Time PCR Applied
Biosystems 7300 juga digunakan hasil dari ekstraksi DNA VHB, TagMan Master Mix (Applied
Biosystems), Primer Forward HBVF: 5’-CACATCAGGATTCCTAGGACC-3 ; Primer Reverse
HBVR: 5-GGTGAGTGATTGGAGGGTTG-3" ; Primer Probe (TAMRA) HBVP: 5'-
GCAGAGTCTAGACTCGTGGTGGACTTC-3") konsentrasi dari semua primer 10 pmol/ul. dan
juga digunakan internal dan eksternal Stantard.
Prosedur pemeriksaan DNA VHB dengan Real-Time PCR 7300 :
a. Disiapkan sampel DNA VHB dari ekstraksi dengan Qiagen
b. Membuat pengenceran standar dari sampel VHB yang sudah diketahui kadarnya
sebanyak 6 tabung yang masing-masing tabung sudah berisi 90l DW dengan cara: ambil
1pl dimasukan pada tabung 1, mix dengan baik kemudian dipipet 1pul dari tabung ke 1
dimasukkan tabung ke 2, mix dengan baik kemudian dimasukkan pada tabung ke 3, mix
dengan baik, dan sampai tabung ke 6 (terakhir) kemudian dipipet 1ul dan buang.
c. Disiapkan sampel kontrol positip VHB yang sudah diketahui kadar.
d. Membuat semua sampel termasuk kontrol dan standar secara duplo untuk konfirmasi dari
hasil kerja maupun alat.
e. Membuat campuran reagen dan sampel yang akan dikerjakan.
f. Disiapkan tabung plate Real Time dan ditandai dengan tinta sesuai dengan sampel yang
akan dikerjakan kemudian dibagikan campuran reagen tersebut.
g. Dipindahkan DNA sampel pada tabung plate Real Time dengan dibuat secara duplo.
h. Ditutup menggunakan cover plastic dengan baik kemudian divortek.
i. Dicek bagian bawah tabung dengan memastikan tidak ada gelembung sebelum

dimasukkan pada Mesin Real Time — PCR dari Apllied Biosystems 7300.
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Prosedur operasional Mesin Real Time — PCR dari Apllied Biosystems 7300 :
a. Menu operasional dipilih 7300 system create new command wizard kemudian diklik next
b. Dimasukkan kode standar, kontrol dan sampel sesuai dengan seting tabung plate
¢. Unknown sebagai sampel dan kontrol positip, SD sebagai standar dan dimasukkan angka

/ nilai SD yang sudah diketahui kemudian diklik finish

d. Ditunggu mesin sedang inisialisasi kemudian diklik set up

Stage 1 Stage 2 Stage 3

Reps Reps 1 Reps 53

50°C 95°C 95°C

2 min 10 min 20 detik 60°C
1 min

Volume akhir sampel 20 pl

Klik Start

I11.3.2.3. Visualisasi Hasil Real Time - PCR

Hasil analisa Real-Time PCR divisualisasikan dengan instrumen komputer dan monitor yang
dapat diketahui kadar DNA VHB pada instrumen dengan print out data. Analisis data Standart
yang digunakan adalah standart internal dan eksternal dari sampel DNA VHB yang sudah diketahui

jumlah virusnya.
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BAB 1V. HASIL DAN PEMBAHASAN

Deteksi menggunakan petanda serologis HBsAg dapat menandakan adanya antigen dari
daerah genom S (surface) VHB, cara ini merupakan yang paling umum untuk mendeteksi adanya
infeksi VHB yang sedang aktif.

Dalam penelitian "Analisis kadar HBeAg dan DNA VHB pada penderita dengan HBsAg
positip™ telah selesai dilakukan pemeriksaan 150 sampel serum yang berasal dari sampel koleksi dari
laboratorium Institute of Tropical Disease (ITD) Universitas Airlangga. Pemilihan sampel koleksi
dalam penelitian ini adalah untuk analisis hasil dari HBsAg, HBeAg, anti-HBe dan DNA VHB
serum dari penderita yang pemeriksaannya dilaboratorium hepatitis ITD-UNAIR.

IV.1. Hasil Pemeriksaan HBsAg, HBeAg dan Anti-HBe

Dalam koleksi sampel dari 150 sampel serum pada laki-laki sebanyak 82 (54,7%) dan pada
perempuan sebanyak 68 (45,3%) sampel dengan kisaran umur 11 tahun sampai dengan 75 tahun
dengan rata-rata (mean) umur £37,80 tahun. Ringkasan data jenis kelamin sampel serum ditampilkan
dalam table 1 yang tersebut dibawah.

Tabel 1. Jenis kelamin dan rata-rata umur dari 150 sampel serum.

Jenis Kelamin Jumlah sampel serum (%) | Rata-rata (mean) Umur (Tahun)

Laki — laki 82 54,7 39,86
Perempuan 68 45,3 35,45
Total 150 100 37,80

Dari pemeriksaan 150 sampel serum didapatkan 39,3% (59/150) menunjukkan hasil HBsAg
positip dan 91 (60,7%) dengan hasil HBsAg negatip. Hasil 62,7% (37/59) sampel serum dari jenis
kelamin laki-laki memberikan hasil HBsAg positip dan didapatkan 37,3% (22/59) sampel serum dari
jenis kelamin perempuan memberikan hasil HBsAg positip. Rangkuman data jenis kelamin dan
HBsAg positip ditampilkan pada tabel 2 dibawah.

19



Tabel 2. Hasil pemeriksaan HBsAg dari 150 sampel serum.

Jenis Kelamin
L P Total
HBsAg Positip 62,7% (37/150) 37,3% (22/59) 39,3%5 (9/150)
HBsAg Negatip 49,5% (45/150) 50,5% (46/150) 60,7% (91/150)
Total 54,7% (82/150) 45,3% (68/150) | 100,0% (150/150)

Keterangan : Dari 59 sampel HBsAg positip, hanya 51 sampel serum yang cukup volumenya untuk
pemeriksaan lebih lanjut.

IV.2. Hasil Pemeriksaan HBeAg dan anti-HBe

Dari 59 sampel dengan HBsAg positip yang pemeriksaannya menggunakan metode ELISA
selanjutnya 51 sampel dilakukan pemeriksaan lebih lanjut. Hanya 8 sampel serum dengan HBsAg
positip yang tidak dilanjutkan pemeriksaannya dikarenakan spesimen serum telah habis. Dengan
demikian didapatkan hasil 19,61% (10/51) sampel yang memberikan hasil HBeAg positip, 45,10%
(23/51) dengan hasil anti-HBe positip dan 15,69% (8/51) sampel yang memberikan hasil HBeAg
dan anti-HBe positip dari kedua pemeriksaan tersebut dan 35,29% (18/51) sampel yang memberikan
hasil HBeAg dan anti-HBe negatip dari kedua pemeriksaan tersebut. Rangkuman data pemeriksaan
HBeAg dan anti-HBe dari sampel serum dengan HBsAg positip dapat dilihat dalam tabel 3 dibawah.

Tabel 3. Hasil pemeriksaan HBeAg dan anti-HBe dengan HBsAg positip.

HBeAg Anti-HBe HBeAg&anti-HBe
Positip | Negatip Positip Negatip Positip Negatip
51 serum
HBsAg 10 41 23 28 8 18
Positip 19,61% 39% 45,10% | 54,90% 15,69% 35,29%
(10/51) | (41/5180) | (23/51) (28/51) (8/51) (18/51)
Total 100% (51/51) 100% (51)
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IV.3. Hasil Pemeriksaan DNA VHB dengan Real Time - PCR

Sesudah pemeriksaan HBsAg, HBeAg dan anti-HBe kemudian dilajutkan pemeriksaan DNA
VHB dengan menggunakan Real-Time PCR dari Applied Biosystem 7300, dari 51 sampel serum
dengan HBsAg positip didapatkan hasil DNA VHB yang terdeteksi sebanyak 47,06% (24/51) dan
52,94% (27/51) memberikan hasil DNA VHB yang tidak terdeteksi. Gambaran hasil pemeriksaan
DNA VHB dapat dilihat pada tabel 4 dibawah.

Tabel 4. Hasil deteksi DNA VHB pada sampel sera dengan HBsAg postip.

DNA VHB
Terdeteksi Tidak Terdeteksi
HBsAg Positip 24 (= 4,499 log copies/ml) 27
47,06% (24/51) 52,94% (27/51)
Total 100% (51/51)

Dari hasil analisis pemeriksaan HBe dan DNA VHB pada sampel serum dengan HBsAg
positip, telah didapatkan 15,69% (8/51) dengan HBeAg positip, anti-HBe dan DNA VHB positip
keadaan ini sebagai infeksi virus hepatitis B yang sedang berjalan. Seperti dalam Princples and
Practice of Clinical Virology (Tim J. Harrison dkk, 2004) adalah fase berat dari hepatitis kronis
dapat dikenali. Tipe fase ini dengan HBsAg, HBeAg dan anti-HBe positip dan terdeteksi dengan
tingginya kadar DNA VHB dalam serum dan juga mulai menurunnya kadar DNA VHB yang
terdeteksi, HBeAg negatip, HBsAg dan anti-HBe positip. Dalam pemeriksaan ini juga didapatkan
9.80% (5/51) HBeAg negatip, HBsAg dan anti-HBe positip dan DNA VHB masih terdeteksi, fase
ini juga dapat sebagai infeksi virus hepatitis B yang sedang berjalan.

Didapatkan 35,29% (18/51) hasil HBeAg negatip, dan juga DNA VHB tidak terdeteksi
dalam sampel serum tetapi hasil anti-HBe positip dengan HBsAg positip, maka keadaan ini dapat

sebagai keadaan fase penyembuhan (seroconversion) atau sebagai keadaan inactive HBsAg carrier.
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Disamping didapatkan hasil tersebut pemeriksaan ini mendapatkan 21,57% (11/51) hasil
HBeAg dan anti-HBe negatip tetapi DNA VHB masih terdeteksi dalam sampel serum, hal ini
kemungkinan adanya infeksi VHB dengan pre-core mutant. Dan juga didapatkan 13,73% (7/51)
hasil HBeAg, anti-HBe negatip dan DNA VHB tidak terdeteksi keadan ini mengindikasikan adanya
infeksi VHB baru. Ringkasan hasil pemeriksaan HBeAg, anti-HBe dan DNA VHB pada sampel
dengan HBsAg positip dapat dilihat dalam tabel 5 dibawah.

Tabel 5. Hasil pemeriksaan HBeAg dan anti-HBe terhadap DNA VHB.

-1 ELISA
n—
HBeAg Anti-HBe e
+ -
DNA VHB
- + .}
Terdeteksi
- - 11
+ - 2
DNA VHB
= + 18
Tidak terdeteksi 2
Total 51
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V. KESIMPULAN DAN SARAN

V.1. Kesimpulan :

1

Dari 150 sampel serum didapatkan 39,3% (59/150) sampel yang memberikan hasil HBsAg
positip dan 60,7% (91/150) sampel dengan hasil HBsAg negatip. Dari 59 sampel HBsAg
positip, 51 sampel serum yang cukup volumenya untuk pemeriksaan lebih lanjut dan hanya 8
sampel serum dengan HBsAg positip yang tidak dilanjutkan pemeriksaannya dikarenakan

spesimen serum telah habis .

Dari 51 sampel serum HBsAg positip didapatkan 10 (19,61%) sampel yang memberikan

hasil HBeAg positip dan 45,10% (23/51) sampel yang memberikan hasil anti-HBe positip.

Dari 51 sampel serum HBsAg positip didapatkan 47,06% (24/51) sampel memberikan hasil

DNA VHB yang terdeteksi dan 52,94% (27/51) sampel memberikan hasil DNA VHB yang

tidak terdeteksi.

Dari analisis hasil pemeriksaan HBeAg, anti-HBe dan DNA VHB didapatkan hasil sebagai

berikut :

a. Didapatkan 15,69% (8/51) hasil HBeAg positip, anti-HBe negatip dan DNA VHB
terdeteksi dan juga 9,80% (5/51) hasil HBeAg negatip, Anti-HBe positip dan DNA VHB
masih terdeteksi, fase ini sebagai infeksi virus hepatitis B yang sedang berjalan.

b. Didapatkan 35,29% (18/51) hasil HBeAg negatip dan juga DNA VHB tidak terdeteksi
dalam sampel serum tetapi hasil anti-HBe positip, maka keadaan ini dapat sebagai
keadaan fase penyembuhan (seroconversion) atau sebagai keadaan inactive HBsAg
carrier.

c. Didapatkan 21,57% (11/51) hasil HBeAg dan anti-HBe negatip tetapi DNA VHB masih

terdeteksi keadaan ini kemungkinan adanya infeksi VHB dengan pre-core mutant.
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d. Didapatkan 13,73% (7/51) hasil HBeAg dan anti-HBe negatip juga DNA VHB tidak

terdeteksi keadan ini mengindikasikan infeksi VHB baru.

e. Didapatkan 3,92% (2/51) hasil HBeAg positip tetapi anti-HBe negatip dan DNA VHB

tidak terdeteksi, perlu pemeriksaan DNA VHB lebih lanjut dengan menggunakan primer-

primer lain.

V.2. Saran :

1.

Untuk dapat mendefinisikan keadaan seroconversion atau inactive HBsAg carrier
perlu pemeriksaan lanjutan dengan pemeriksaan histopatolgi dan pemeriksaan ALT
secara rutin pada penderita.

Untuk penentuan VHB dengan pre-core mutant perlu dilakukan pemeriksaan lanjutan
dengan pemeriksaan PCR dan sequencing.

Perlu penelitian lebih lanjut dengan menggunakan sampel penelitian yang lebih

banyak .
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Spectrophotometer (BioRAD System)

Real Time - PCR Applied Biosystem 7300 yang dilengkapi perangkat computer.
Microcentrifuge : High Speed Micro Refrigerated Centrifuge MRX-150 (Tomy).
Freezer : Ultra Low -80°C dan -30°C (Sanyo).

Biosafety Cabinet : Bio Clean Bench MCV-16BSF (Sanyo).

Hot Plate (Sanyo).

Hot air oven : Thermotec Sterilizer ST-450 (Sibata).

Mikropipet 20 pl, 200 pl dan 1.000 pl.

Mikropipet Chanel 8 dan 12 for 20 pl, 200 pl dan 1.000 pl.

. Spin-down machine : Milipore.

. Vorteks : Genie-2; TME-21 Test Tube Mixer (Advantec).
. Refrigerator : SR-33M (Sanyo); MR-087W (Mitsubishi).
. Inkubator dengan temperatur 37°C (Sanyo).

. Timbangan analitik.

. Tabung Erlenmeyer.

. Gelas ukur.

. Tabung ukur.

. Pinset.

. Pengukur waktu.

. Rak tabung eppendorf.

. Rak Tabung Konical 15 ml, 50 ml.

. Kontainer berisi sodium hipoklorit 5%.

. Ice box dan ice pack.

. Autoclave
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LAMPIRAN 5.

REKAPITULASI :
PENGGUNAAN DANA PENELITIAN / PENGMAS

Hibah Kompetitif Penelitian Untuk Publikasi Internasional Batch 11
Tahun Anggaran 2009

JUDUL :
Analisis Kadar HBeAg dan DNA VHB pada Penderita Dengan HBsAg positip

PENELITI : Mochamad Amin, S.Si. (Ketua)
Prof.dr.Soetjipto, MS..Ph.D
Prof.dr.Retno Handajani, MS.,Ph.D
dr. Maria Inge Lusida, MS..,Ph.D
Takako Utsumi, Ph.D

Nilai dana penelitian sebesar : Rp. 100.000.000,-
Dana yang diterima dari LPPM Unair (70%) : Rp. 58.831.818,-
(30%) : Rp. 25.213.636,-

RINCIAN
HONOR TIDAK TETAP
No. | Rincian Jumlah
1 | Ketua Peneliti : | orang x 15 minggu x 15 jam x Rp. 27.500.- | Rp. 6.187.500.-
2 | Anggota : 4 orang x 15 minggu x 10 jam x Rp. 22.500,- RP. 13.500.000.-
3 | Teknisi : 1 orang x 15 minggu x 15 jam x Rp. 17.500,- Rp. 3.937.500,-
Subtotal Rp. 23.625.000,-
No. Rincian Jumlah
BIAYA ADMINISTRASI DAN KELENGKAPANNYA
1 | Biaya administrasi kelaikan etik penelitian Rp.  500.000.-
2 | Biaya konsumsi seminar kelaikan etik penelitian Rp.  250.000.-
3 | Foto copy dan jilid proposal penelitian Rp.  435.500.-
4 | Foto copy dan jilid laporan penelitian Rp.  527.400.-
5 | Biaya sewa alat di ITD Unair Rp. 1.660.000.-
Subtotal | Rp. 3.372.900,-




No. Rincian Jumlah | Harga Satuan Total
BAHAN HABIS PAKAI
1 | Appendorf 1,5 ml 1 box Rp. 450.000,- | Rp.  450.000,-
2 | Appendorf 0,5 ml 1 box Rp. 550.000,- |Rp.  550.000,-
3 | Yellow tips 2 box Rp. 135.000,- |Rp.  270.000.-
4 | Blue tips 2 box Rp. 155.000.- Rp.  310.000.-
5 | Conikal 15 ml Steril 1 box Rp. 550.000,- |Rp.  550.000,-
6 | Conical 50 ml Steril 1 box Rp. 665.500,- |Rp. 665.500.,-
7 | QiaAMP DNA Blood Isolation Kit | 2 kit Rp. 2.260.500,- | Rp. 4.521.000,-
8 | ELISA kit untuk HBsAg 2 kit Rp. 4.450.000,- | Rp. 8.900.000,-
9 | ELISA kit untuk HBeAg 1 kit Rp. 5.400.000,- | Rp. 5.400.000,-
10 | ELISA kit untuk anti-HBe 1 kit Rp. 6.100.500,- | Rp. 6.100.500,-
11 | Master Mix RT-PCR HBV 1 kit Rp.14.800.000,- | Rp. 14.800.000,-
(Applied Biosystems)
12 | Primer F (Invitrogen) 1 tabung | Rp.  750.000,- | Rp 750.000.-
13 | Primer R (Invitrogen) 1 tabung | Rp. 750.000,- | Rp 750.000,-
14 | Primer Probe (Invitrogen) 1 tabung | Rp. 1.800.000,- | Rp. 1.800.000,-
15 | Plate tube (Applied Biosystems) 1 box Rp. 1.300.000,- | Rp. 1.300.000,-
16 | Aquabidest Steril 500 ml Rp.  760.000,- | Rp.  760.000,-
17 | Aquadest Steril 5 ltr Rp. 125.000,- | Rp. 125.000.-
18 | Sarung tangan 1 pak Rp. 55.000,- | Rp. 55.000,-
19 | Masker 1 pak Rp. 45.000.- | Rp. 45.000.-
20 | Rak tabung eppendorf 4 buah Rp  230.000,- | Rp.  920.000.,-
Subtotal Rp. 49.023.000,-
No. Rincian Jumlah Harga Satuan Total
BIAYA OPERASIONAL LAIN
1 | Catride Head ink colour 1 unit Rp. 350.000,- |Rp. 350.000.-
2 | Catride Head ink Black 1 unit Rp. 300.000,- |Rp. 300.000,-
3 | Rainbow ink colour 2 set Rp.  35.000,- |Rp. 70.000,-
4 | Rainbow ink black 2 set Rp.  30.000,- | Rp. 60.000,-
5 | Flask disk 4 GB 2 unit Rp. 225.000,- |Rp. 225.000,-
6 | Kertas A4 3 rim Rp. 40.000,- |Rp. 120.000,-
7 | CD Blank 1 box Rp. 200.000,- |Rp. 200.000,-
8 | Buku log book 1 buah |[Rp.  15.000,- |Rp. 15.000,-
9 | Buku catatan 1buah |Rp. 15.000,- |Rp 15.000.-
10 | Akses internet 4 bulan |Rp. 150.000,- |Rp. 600.000,-
12 | Biaya tidak terduga 4 bulan | Rp. 6.058.200,- | Rp. 6.058.200,-
Subtotal Rp. 8.013.200,-
Total Rp. 84.036.100,-




