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Lampiran 1.

CARA PEMURNIAN HBsAg

" Pemurnian HBEsAg dilakuksn 2 tshap:; pertama  HBsAg
dikonsentrasikan dengan cara presipitasi bertahap PEG.

kemudian disusul pemurnian dengan ultrasenrifugasi.

Presipitasi Bertahap Dengan PEG 6000 :

Presipita=zi HEsAg bertshap dengan PEG dilakukan menurut
cara yang dimodifikasi oleh Iizuks (1988). Pertama, 3 liter
plasma yang mengandung HBsAg diberi larutan 50% (w/v) PEG
BO00 peda pH 4.5 sehinggs konsentrasi akhir PEG menjadi 1.,3%.
Dibhiarkan selsma 6 Jjam padsa temperatur 4 derasjat Celecius,
sehingga terjadl endapan. Larutan tersebut kemudian di sen-
trifus pada 3000 rpm selama 15 menit. Supernatan diambil dan
ditambashkan lagi larutan 50% PEG E00C0 sampail konsentrasi
akhir PEG menjadi 4.5%. Dibiarkan semalam pada temperatur 4
derajat Celcius., kemudian disentrifus supayva endapan sempur-—
na. Supernatan dibuang dan endapan dilarutkan lagi dengan
squadest pada pH 7.5 sampal volume menjadi 850 ce dan siap
untuk dimurnikan lebih lanjut dengan cara ultrasentrifugasi.
Dengan demikian 6 liter plasma vang dipakail dalam penelitian
ini membutuhkan 2 kali presipitasi bertahap dengan PEG. En-
dapan akhir yang diverocleh dari presipitasi yang kedusa ini
diencerkan menjadi 800 cc disatukan dengan hasil pemurnian
KBr buoyant pertama dan selanjutnya dimurnikan dengan cara

EBr bucvant ultracentrifugation tahar kedusa.
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Pemurnian HBsAg dengan ultrasentrifugasi zonal.

Pemurnian HBsAg dengan ultrasentrifugasi terdiri atas 4
tahap meliputi 2 kali KFr buoyant density, KBr rate zonal dan
sucrose rate zronal (Mishiro et al, 1980). Buoyant density
witracenrifugation dilakukan dengan membuat densitas sampel
menjadi 1,30 g/cc, dengan jalan menambahkan KBr pada B50 cc
larutan HBsAg hasil presipitssl dengan PEG. Sampel dimasukkan
kedalam rotor melalui lubang pinggir pada waktu rotor berpu-
tar 3.000 rpm, vang sebelumnya telah diisi lebih dahulu
dengan 250 cc bufer Tris-HCl dan 400 c¢ larutan KBr densitas
1.27 g/cc. Setelsh sampel dan larutan gradient selesai dima-
sukkan kedalam rotor, putaran diatur menjadi 30.000 rpm sela-
ma 18 jam. suhu 10 derajat Celcius. Setelah 18 jam. i=si rotor
dikeluarkan melalui lubang tenzgah dengan cara mendorongkan
larutan KBr 1,34 g/cc melalui lubang pinggir. Fraksi yang
terkumpul diperikse titer HBsAz., densitae larutan den cptical
deneity pada ZB0 nm (CD280). Fraksi yang banyek mengandung
HBsAg dan dengan densitas antera 1,17 g/cc - 1,24 g/cc dikum-
rulkan. Frasksl vang terkumpul ditambah larutan HBsAg hasil
rresipitasi PEG wvang kedua. sslanjutnva dilaskukasn pemurnisan
ulang KBr buoyvant dengan cars yvang sama. Hasil pemurnian
buoyvant kedus ini didiaslisis menggunskan tube selulose terha-
dap larutan 0,01 M bufer Tris-HCl (pH 7.5) dan dikonsentra-
gikan dengan tekanan negatif sehinggs volume menjadi 75 co

den siap untuk dimurnikan lebih lanjut dengan EBr rate =zonal.
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KBr rate zonal wultracentrifugation dilakukan dengan
memasuklkan density gradient larutan KBr densitas 1.15 g/co,
1,20 g/ce, 1.25 g/co den 1,30 g/ce berturut-turut melalul
lubang pinggir rotor, pada kecepatan rotor 3.000 rpm. Sampel
(75 cc) dimasukkan kedalam rotor melalui lubang tengah;
getelah itu ditambahkan overlay Tris-HC1 sebanvak 75 cc.
Eemudian ' diputar pads 28.000 rpm, pads 10 dersjat Celcius,
selama 16 jam. Setelah 16 jam isi rotor dikeluarkan dengan
mendorongkan larutan KBr 1,34 g/cc melalui lubang pinggir
rotor. Fraksi wyang banyvak mengandung HBsAg dan dengsn
densites 1,17 g/cce - 1,22 g/ce dikumpulkan dan didislisis
serta dikonsentrasikan esehingga volume menjadi 123 cc.
Kemudian sampel vang terkumpul dibagi menjadi B bhagian
masing-masing 20 oo dan sisp untuk pemurnian tehsp akhir
(sucrose rate).

Sucrose rate zonal ultracentrifugation dilakukan dengan
memasukkan larutan sucrose konsentrasi 15%. 30% dan 40% (w/v)
melalul lubsang pinggir rotor pads puteran rotor 2.000 rpm,
Sampel (20 cc) diencerkan dengsn bufer Tris-HCl menjadi 75 co
, dimasukkan kedalam rotor melalul lubang tengah dan diderong
lagi dengan 75 cc bufer Tris-HC1l (overley). Diputar Z86.000
rem. pada 10 derajat Celcius, selama 16 jam. Setelsh itu iei
rotor dikeluarkan dengsan mendorcngkan bufer Trise-HC1l melalui
lubang tengah rotor. Fraksi vang terkumpul diperiksa titer
HEsAg., O0OD2B0 dan konsentrasi sucrose dengsn densitometer.
Fraksl yang banysk mengandung HBsAg dan dengan larutan sucro-
s antara S0% - 208, dikumpulkan kemudiasn didisliszisz dan
dikonsentrasikan sehinggas volume menjadi 25 cc. HEsAg hasil
pemurnian ini selanjutnys sisp untuk diteliti antigenisitas

dan imunogenisitas serta diperiksa titer antigen pre-SZ.

180
DISERTASI PERBEDAAN IMUNOGENISITAS HEPATITIS MULYANTO




PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA
Lampiran 2.

CARA PENGAWETAN ERITROSIT (Hirata & Brandriss, 1968).

Darah domba diambil dari tempat pemotongan hewan seba-
nvak 0.5 L langsung ditampung dalam beaker glas yang telah
diisi laruten alsever 0.5 L. Kemudian disaring, dicuci dengan
laruten garam fisiologis Z2 kali dan dengen PBS 1 keli (3000
rpm, 12 menit). Setelsh dicuci, dibuat suspensi eritrosit
10%: kemudian ditambahkan larutan glutaraldehvde 5% sebanvak

1/4 volume darah. Diinkubasikan dalam temperatur kamar selama

2 Jjam. Diaduk dengan sendok pada menit ke 5. 10, 15, 20, 45,

BOD, 75, 90, dan menit ke 105. Setelsh itu dicuci dengan air
garam fisioleogis Z kali dan dengan PBS 1 kali (3000 ypm, 5
menit). Selesai dicuci, dilasrutkan lagi dengan PBS., konsen-

trasi 5% dan siap untuk ditempeli HEsAg.
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CARA PEMBUATAN SEL PHA-antiHBs (Boyden, 1851).

Inkubasikan 25 cc suspensi eritrosit 5% (dalam botol
gelss 200 co) pada 37 derajat C, didalam waterbath. Inkubasi- |
kan larutan tanniec acid (1 mg/100 cc) pada temperatur 37
derajat C, selama 10 menit; didalam water bath. Tambahkan 50 |
cc larutan tannic acid tadi kedalam botol yang berisi suspen-
2i eritrosit wyvang telah diinkubasikan, kocok sampai rata dan
dibiarksn selama 12.5 menit. Kemudian tambahkan larutan 65
mikrogram HEsAg/cc (dalam PES) sebanvak 25 cc kedalam masing- : |
masing cempuran eritrosit-tannic acid tadi: kocok baik-baik.
Inkubasikan selama Z2jam pada temperatur 37 derajat C, kocok
dengan bailk pedes menit ke 15, 30, 45, 60, 90 dan menit ke
120. Kemudian cuci dengan larutan garam fisiologis 2 kali dan
dengan PBS 1 kali (1800 rpm, 5 menit): selanjutnya larutkan
dalam buffer PHA menjadi 1,5 cc (larutan 10%). Simpan pada

suhu 2-8 derajat C. selama seminggu: sebelum diperiksa.
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Pemurnian Anti-HBs Dengan Affinity Column Chromatograph

Serum vang mengaendung anti-HBs/ayw diperoleh dari
kelinci wveng disuntik dengan HBsAg subtipe ayw vang dicampur
Freund complete sdjuvant (FCA).

Serum kelinci imun sebanyak 40 cc dilewatkan column vang
berisi 100 c¢c serharcse 4B (Pharmacie Fine Chemicals) yang
telah mengiksat HEsAg subtipe sdr. Setelah dicuci dengan NaCl
o,858%. kemudian dilaltukan elusi menggunakan larutan glycine
o,0lM pH 2,0; ditampung dalam 10 botol masing-masing 10 cec.
Fraksei wvang banvak mengandung anti-HBs dikumpulksan menjadi
satu dan didialisis dalsm bufer fosfat 0,15 M, pH 7.Z2. Sete-
lsh dialisis, suspensi anti-HBs tersebut dilewatkan lagi dalam
column wang esama. untuk dimurnikan dengan cara vang ssama.
Prosea pemurnian tersebut diuvlang Z kali, sehingga dipercleh

anti-HBEs/ /s murni.
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CARA PEMERIKSAAN SENSITIFITAS SEL PHA-antiHBs.

Pemeriksaan ini dilskukan terhadapr sel PHA-sntiHBs yang
dibuat dari HBsAg subtipe adw, adr dan ayw dengan cara seba-
gai berikut. Suspensi PHA 10%, disentrifuse pada 1800 rpm
selama 5 menit:; buasng supernatan dan encerken kemballi dengan
buffer RPHA menjadi suspensi 1%. Buat standard anti-HBs de-
ngan pengenceran B> - 512 dalam buffer PHA. Teteskan 0,025 cc
larutan standsrd anti-HBs tersebut kedslam microplate pada
sumur ke 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, dan sumur ke 10, sesuai
dengan rengsnceran anti-HBs. Teteskan masing-masing sel FHA
kedalam eumur microplate dan getarkan microplate tadi pada
mesin getar selama 10 detik. Kemudian blarkan pads temperatur
kamar selama 1 jam, pads dasar vang rata dan tidak terkena
getaran. Setelsh 1 Jjam heca hesilnve. sensitivitas ditentukan
dari titer tertingszi veng masih menunjukken hemaglutinesi.
Aglutinasi sempurna {tanpa ada endapan eritrosit) dinilai 1;
gglutinssi B0¥ (endapan eritrosit sebesar 50% endapan eritro-
sit pada kontrel negetif) dinilsi 0,5; sglutinasi 75% (endap-
an eritrosit szebesar ZBE endspen peds kentreol negstif) dini-
lai 0,8 dan aglutinssi 25% (endepasn sritrosit =sebezar 7TEE

endapan eritrosit pada kontrol negetif) dinilei 0.2,
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CARA PEMERIESAAN LABORATORIUM

1.Penentuan kadar protein HBsAg

Kadar protein HBsAg diukur secara spektrofotometrik
menggunakan panjang gelombang 280 nm (UV). Eadarnye ditentu-
kan dengan pedoman bahwa nilei sbsorbance (1 em) = 3,726

ekivalent dengan 1 mg protein HBEsAg (Vvas et al, 1972).

2. HBsAg

Direrikea dengan metoda reverse passive hemagglutination
{(Hepatika Lab., Mataram) dengan cara pengencersn langsung di
dalam microplate. Pertama serum diencerkan 64 kali dengan PES
dalam tabung. Teteskan 0,025 cc bufer ERPHA kedalam sumur
pertama microplate sampai sumur 10, menggunskan dropper.
Hemudian ambil 0,025 cc sampel yvang telsh diencerkan tadi
mengsunakan microdiluter taruh di sumur 1 dan encerkan secsara
serial dalam sumur-sumur tadi menggunaksan microdiluter. Hemu-
dian teteskan 0.025 cc sel RPHA 1% kedalam sampesl vang telsh
diencerkan dalam sumur-sumur tadil. mengsunalkan dropper. Diam-
kan pada tempat datar dan besbas dari getaran selama 1 jam.
kemudian baca hasilnyva. Titer HEsfg ditentukan oleh pengen-
ceran tertingsgi wvang masih menunjukkan aglutinasi. Pemerilksa-
en konfirmasi dilakukan dengan mengganti bufer RPHA dengan
bufer inhibisi vang mengandung anti-HBEs: sampel dinilai posi-
tif HEsAg bila selisih antars pengenceran HEsAg dalam bufer

5 o 1 =
RTHA dengan pengenceran dalam bufer inhibisi »= 2=,
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3. Antigen pre-52:

Titer antigen pre-S52 diperikea dengan metoda RFHA menggu-
nekan kit buatan Institute of Immunclogy Co., Ltd. Sel EKRFHA
tersebut dibuat dengan menempelkan antibodi moncklonal (Hyb.
ne. 5520) terhesdep protein pre-52Z szintetik. Caras pemeriksaan-
nya sama dengan pemerikessn FRPHA-HEsAg, Juga menggunakan
sampel wvang telah diesncerksn 64 ksli dalsm buffer pengencer
dalam kit; tetapi bufer inhiblei disini mengendung antibodi

terhadap entigen pre-322.

4. HBeAg:

Diperiksas dengen metoda enzyme-linksd immunoscorbant assay
(Elisa) menggunskan antibodi moncklonal (Institute of Immuno-
logy Co.. Ltd.) anti-HBe Hyb 904 veng ditempelkan pade dasar
sumur microplate dan anti-HBe Hyb 905 yang ditempeli horeera-
dish peroxidase. Substrat vangz digunakan adalsh H202 dengan
indikator OFD. Hasilnva dinilai positif bils absorbance pada
482 nm samsa dengan ateu lebih bessr dari 2.5 kali sbesorbance
Eontrel negatif, Pemerikssan dilskukan 2 kali vaitu pada serum
yvang tidsk diencerkan dan serum veang diencerkan 100 kali dalam

bovinse Serum

5. Antigen pre-51

Diperiksa dengsn metoda Elisa menggunakan antibodi
monicklonal (Institute of Immuneclogy Co. . Ltd. ) anti-preS1 Hyb
TOE0E weng ditempelken pads dasar sumur microplate dan anti-
preSl Hyb TOS06 yang ditempell horseradish peroxidase. Subs-
trat veng digunsken edeleh HZ0Z dengan indiketor OPD. Hasil-

nva dinilai positif bila absorbance pads 492 nm sama dengan

atau lebih besar dari 2.5 kalil sbscorbance kontrol negstif,
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6. Subtipe HBsAg:

Subtipe HBsAg diperiksa dengan metoda Elisa menggunsakan
antibodi monoklenal (Institute of Immunclegy Co., Ltd.).
Prinsip kerjenva meliputi pembuatan sandwich partikel HEBEsAg
{dari sampel) diantara anti-HBs poliklonal kuda (adr) wvang
ditempelkan pada dagar sumur microplate dengen salsh satu
atsu lebih antibodi monoklonal terhsdsr determinent subtipik:
anti-d (Hyb 3423), anti-y (Hyb 3427), anti-w (Hyb 4111) dan
anti-r (Hyvkh 313}, vang ditempeli horseradish peroxidass.
Substrat vang dipakai adalsh HZ0Z2 dengan indikator OPD. Anti-
bodl vang terikat pads HBsAz kemudian diukur denZan spektro-
fotometer. Hasilnya dinilai positif bile sabscorbance sampel

2.8 kalil atau lekhih dari nilai absorbance kontrol negatif.

7. Pemeriksaan anti-HBs

Pemeriksaan anti-HBs dilskukan dengan metoda radio immu-
noassay (REIA)., menurut cars vang tertulis dalam buku petun-
Juk. Sistem kerjanyva menggunaken prinsip sandwich, Bila pads
plastic besds yeng mengikeat HEsAgZ {(subtipe =sdw & svw) ditam-
behkan anti-HE=s dari sampsel (bila ada) maka selama masa inku-
basi akan terbentuk ikatan antigen-antibodi. Setelsh dicuci
Eemudiarn ditambsehkan HBEsadg (subtipe adw & ayw) yvang dilsbel

: : -1Z28
dengann 1s50T00 1 ER =

ehinggs selama waktu inkubsei akan ter-
bentul ssndwich entigen-antibodi-antigen radicaktif. Pengu-
Furan readioepktifitas menggunakan gama countter ANSR buatan
Abbott Laboratorv. USA. Pemeriksaan dilskuken terhadspr serum
gabungan dari masing-masing lot tiap kelompok perlakusn ( B8
lnt anti-HBs untuk tisp perlakuan). Sampel serum diencerkan
sedemikian rupe sehingga hitungen per menit (cpm) sampel

mendekati 10 kali opm rata-rata kontrol negstif,
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Nama lengkap : Mulyanto
Tempat dan tenggel lshir : Cilecesp, 20 Mei 1048
Agrma : Islam
Pangkat/Golongan/NIP : Pembina Tk. I/IVb/130534446.
Jakbatan Pokok : Lektor Kepala Madya pada Fakultae
Peternakan Universitas Matarsm
Alamat Rantor : Fak. Peternakan Universitas
Mataram. J1. Pendidikan Matarsam.
Alamat : Komplek UNRAM, J1. Pemude 47E,

Mataram.
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Pendidikan Dasar
1858-1981 : 5Sekoleh Dasar di Cilacap
1861-1964 : Selolah Menengeh Pertama di Cilacap
18684-128687 : Sekolah Menengseh Atas di Cilacap
Pendidikan Sarjana
1968-1974 : Fakultas Kedoktersn Universitas Gadjah Mada
Pendidiken Tambsahan
1981-1982 : Akta Mengajar V
Traeining delam bidang imunclogi hepatitis B 4di Jichi
Medical SIcheool/Institute of Immunclogy. Jepang
1684 : Immunology and Purification of Hepatitis B
Surface Antigen and Antibody : 1984.
1885 : Guelity Control of REPHASPHA Cellas. Produo-
tion of Moneoclonal Antibodies and Purifica-

ticn of arti-HBs.

1988 : Hew Method of HBsAg and anti-HBs Purifica-
tion by FEG asnd Affinity Chromatogrerhy.
1989 : Epidemiclogical Study of HBV Antigen and

entibodies (subtypes and pre-52Z) and Basic

Technigue of Elisa Svstem.
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18768 - sekarang

1882 - 1983
1986 - 1988
1987 - 1888
1977 - 18988 :

18986 - sekearsng
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: Memberi kuliah Fisiclogi Hewan pada

Peternakan Universitas Mataram.
Memberi kulish Fisioclogi Lingkungan
Fak. Peternskan Universitas Mataram.
Memberi kuliah Bickimia Umum pada

Feternakan Universitas Mataram,.
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Bekerjs part timer pada UPF Penyakit
RS0 Hataram.

Bekerja part timer pada Leboratorium

titis Buml Gora HNusa Tenggara Barat

KEANGGOTAAN PROFESI

1. Ikatan Dokter Indonesia (IDI)

2. Perhimpunan Peneliti Hati Indonesia (FPHIL)

KARYA IIMIAH

I. Sebagei Penulis Utams

A. Tingkat Nasicnal : 20 judul

B. Tingkat Internasional : 2 Jjudul

II. Sekhagai Penulis Pembantu :

A. Tingkat Nasional 1 35 judual
B, Tingkst Internasicnal : Z judul
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Karva Ilmiah Yang Terpenting (Penulis Utama) :

A.
:

Tingkat Nasional

HBeAg pada penderita penyakit hati di Unit Penyakit
Ialam HSU Mataram. Dimuat dalam buku prosiding EKonggres
Persatuan Ahli Penyakit Dalam Indonesia (KOFAPDI) IV,
Medan, 1878.

Pertanda serolegik HEV pada penderita penvakit hati
vang dirawat di Unit Penvakit Dalam RSU Mataram. Dimu-
at dalam buku prosiding Konggres Persatuan Ahli Penya-
kit Dalam Indonesisa VI, Jakarta, 1584.

Beberapa Aspek Pemurnisn partikel VHB dari darah donor
HBsAg positif. Dimuat dalsm buku prosiding Pertemuan
Ilmieh III Perhimpunen Peneliti Hati Indonesia (PPHI.
Palembang, 18EE.

Subtipe HE=sAg dalam hubungannva dengan golongan darah

AEBO dari dereh deonor di DTD PMI Sursbhava. Dimuat dalsm
buku prosiding Pertemuan Iimish IV PPHI, Surabaya 1987.
Pengaruh Jenis Eritrosit terhadep sensitivitas Sel RPHA
untuk mendeteksi HBEsAgz. Ii presentasikan pada Seminar
Imunologi MNasional PAU Bioteknologi UGH., Yogivakarts.
1988.

Protein pre-5Z dan subtipe HBsAg pade darah donor
rengidsr HB=Ag titer tinggl. Dipresentasikan peda
Komunikasi Iimish antar Cabang PPHI dalam rangka Konker

PPHI. Manado., 1989.
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