
I . PENDAHUWAN 

1. Late.r Belake.ng --
Infekai virue hepatitie B (VHB) telah menjadl ~aealah 

ke ee hatan maeyeraka t di dunla termasuk di Indonesia. Selain 

menyebabken penyekit hepetitie ekut infekei ~~B juga dapat 

menyebabkan akibat ikut an penyaki t ha t i kronik eeperti hepa­

title kronik, ei1'oe1e hatl dan hepatoma. Di aeluruh dunia 

terde~t lebih der i 300 juta pensldap VHB, dengan aeki tar 250 

r ibu kaaua baru hepatoma per tahun dan eekitar 40~ deri pen­

de rite 5ir oei5 het1 (ekibat VHB) meninsgal karena hepat oma 

(Andereon & Murray- Lyon. 1985; Purcell, 1985; WHO, 1988; 

ZUCkerman and Harr ison, 1987). 

Didalam darah indivldu yang ter infekal VHB t erdll.pat tlga 

macam par tlkel v irue yaitu virion u t uh (~rtikel Dane). per­

tikel HBeAg tUbule r dan partikel HBeAg bulat dalam jumlah 

yang cukup banyak (Hoofnagle. 1981; Vyee and Blum. 1984 ) . 

Partikel Dane merupa ken per t ike 1 yang terdiri etae eelubung 

luttI' yeltu heo.;.ti Us B zu,r-""C:E! .~nuaE'n (HBeAg) yang membung­

kue bagi an ctal 6.m v irue yans mengendung n~p", u t~" fl C:C'I"O' ",n tl­

,1i~n (HBcA£), ~p .. tit~r F E "nt~r;;O'r' (HBe.lIg ), p .. r:i.,J1y dauo). 

~t'-'""n"Ed DNA . DNA Cla1)""'""""",,, dan euatu aktifital'! protein 

k1naee . 

HBeAg merupakan komponen nuk1eokape id virue yans bil'!a 

dieekrel'!ikan kedalam sirkulesi dar ah (Vyae & B1m!"! . 1964) . 

Adenye nEeAs del~~ eerum menunjukkan bahwa virus dala m fal'!e 

replikatif l'!ehingga darah individu banyek men£andung Virion 

dan l!Ian£at lnfe ke 1ul'! ( Bal'B.ldini ~t al . , 1981; Hiyakawa & 

Mayumi, 1985). HBeAs tersueun atee protein 5 ( m~Jor prot~~n ), 

protein pre-52 ( mHidJ~ prot.nn ) dan protein pr e -51 ( l .!'rg e 

prat.,."n ). Protein pre-52 me~'upl!Oken ~muncxjO"'ln<1lnt ePlcotJ"' . 

sedang protein pre- 51 diduga mempunyei rese-pt o r yens lr:erupe­

kan tempe t untuk menempelnya V~B paall. permukaan sel heti 

(Wong .. t .. 1 . , 1985; Neurll. th ,..t l'!1 .. 1984, 1985, 1986. 198711.. 

1988; Ou & Rutter, 1987) . 

1 

PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

DISERTASI PERBEDAAN IMUNOGENISITAS HEPATITIS MULYANTO



Komposisi protein HBsAg dari ketiga partikel virus (par­

tikel Dane, HBsAg tubuler dan HBsAg bulat) dipengaruhi oleh 

aktifitas replikasi virus. Pacta fase replikasi, HBsAg virion 

dan partikel HBsAg tubuler mensandung sekitar 15% large pro-

te.i.n ; sedangkan partil~el HBsAg bulat hanya mengandung 1-2~~ 

l..:.1rq·r=., pr .. c.1 i:e.in . Sebaliknya komposisi m.iddl1'"' pr .. c_:~i:i:'n:n pada keti-

ga partikel tersebut sama yaitu sekitar 5-10% (Hee rman 0t 

-· ' 
a~ ., 1884). Pacta fase nonreplikatif, hanya terdapat sedikit 

sekali m.x;:!cf!e ;.:n ···,::;f.:·e .z. n pada partikel_ HBsAg bulat dan praktis 

tidak terdapat large pro t ein (St ibbe and Gerli6h, 1982; Tiol-

lais et al. , 1985 ) . Ada tidaknya protein yang di kode oleh 

reg1o pr·e :3 genome VHB, membe.~:.•Je . penge.ruh terh&.de.p imu.nogeni-

sitas HBsAg. HBsAg yang mengandung middle o rote~n ternyata 

lebil1 imunogenik d i band ing HBsAg yarig tJicle.k n1engandung /rt.id .. ·" 

dle o n~tein (Millich et al . , 1885a dan 1985b ) . 

Pada protein S terdapat d e t erminan antige nik yang menen-

tukan subtipe HBsAg. Diketahui ada determinan kelompok a dan 

determinan subtipik d/y dan w/ r; sehingga terdapat empat 

su.btipe ute.1nE1. HBeAg ( eubtipe VHB) ya~ tu adw, .:tdr, 8 .'1\'V de.n .s_yr 

( Le Bouvier, 1971; Bancroft et al ., 1872). Subtipe adw, adr 

dan ayw tersebar ·luas di seluruh Indonesia, sedang subtipe 

ayr sangat jarang ditemukan. Prevalensi subtipe adw, adr dan 

( Sulaiman ··· ' .·."1.!. . , 1 ~ ~ J E. ; 1; tjlJ.ne.':;•Jan dkl~. , 1985; 1'1ulye..nto, 1987; 

Mulyanto 2L ai ., 1990 ) . 

VHB sebetulnya bukan viru s yang sitopatik, terjadinya 

kerusakan sel hati pada infeksi VHB adalah 

imunologis t ,ubuh pender·i te. terhe..de.P eel-sel he,ti yang terin-

feksi VHB. l-1anifest.e.si klinik yang terjadi sangat tergantung 

pada reaksi imunologik tersebut, terutama imunitas selular . 

Densan demikian hepatitis yang t e rj adi tersantung pada inter-

aksi yang komplek antara agent yang menginfeksi dan respon 

imu.n host ( Dienstag, 1984; Kl ingenst.e in & Dienstag. 1985 ) . 

Subtipe virus diduga dapat berpengaruh terhadap perje.lanan 

penyakit ( Dudley et al.~ 1972 ) ; menurut Holland et a l . (1972 ) 
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dan Gerety et al . (1975 ), subtipe ad cenderung lebih banyak 

menyebabkan infeksi yang mengakibatkan antigenemia yang mene­

tap dan hepatitis kronis dibandins subtipe ay. 

VHB mempumrai molelntl DNA yang panjangnya bervariasi 

tergantung subtipe virus, yaitu antara 3182-3221 pasangan 

basa. Perbedaan molekul DNA VHB antar subtipe yang berbeda_ 

de_pe_t mence_pe_i 8-10~;;; sedang pada VHB dengan subtipe ye_ng 

Didalam genome VHB terdapat empat opE'n rt=' -:.=."dJ.nq i'ra inE:' (ORF) 

yaitu ORF S, C, P dan ORF X. ORF S, C dan ORF P masing-masing 

mengkode sintesa protein HBsAg, protein core cle_n DtN-~ r:,;o.l;.-··me --·-

r· ,_=is,;:;; , sede.ng ORF X ber·fungs i dale,m proeee tre.:nsakti ve.c:i 

translasi. ORF S dibagi menjadi gena S yang mengkode sintesa 

prote in S dan regio pre-S (pre-Sl dan pre-S2) yang mengkode 

sintesa protein pre-S. ORF C terdiri atas gena C dan regio 

pre-C; gena C mengkode sintesa HBcAg, sedans regio pre-C 

ber::: ~ ama gene, C berfung:::;i IX,l.enga tur sintesa dan sekresi HBeAg. 

Produk dari masing-masing gena tersebut ternyata berbeda 

tergantuns eubtipe virus dan perbedaan tersebut terutama 

t erdapat paaa regio pre-S . Menurut Ne urath et al. ( 1986 ) 

perbedaan komposisi asam amino procl.uk gena C, S dan regio 

pre-S dari subtipe VHB yang berbeda masing-masing adalah 

sebesar 4%, 8% dan 23% ( Neurath et al. , 1986 ) . 

Pada umumnye. pa_r . ~ - ahli berp e nde _ p.~.t bahwe. subtipe VHB 

tidak berpenga..ruh terhadap kuanti taB berbagai komponen prote-

in yang menyusun VHB, seperti HBeAg dan protein pre-52. 

L . ~_pore.n-l.~ _ pora .n da.ri b erbe _g,~.i d . s . er . ~ .h di dunie. belu.m rneritber·i 

cuJm.p bukti ye.ng de.p . ~ _ t menunjukke.n be.hv-1e. su.bt ipe virus ber·pe-

ngaruh terhadap frek\J.ensi HBeAg serum pengidap HBsAg (1-..Jath et 

1978; Maynard e t al. , 1978; Courouce-Pauty & Plancon, 

1t'J78). Tent.e.ng apal{ah su.btipe VHB penga:r·uh terhe.dap }{andungan 

antigen pre-52, sampai saat ini belum pernah dilaporkan baik 

di Indonesia maupun di negara lain. Mulyanto (1989) yang 

pertama kali melaporkan adanya hubungan antara subtipe HBsAg 

dengan kandunsan antigen pre-52. Penelitian pendahuluan yang 
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dilakukan terhadap darah donor pengidap HBsAg di Jakarta dan 

Surabaya memberi petunjuk bahwa subtipe VHB berpengaruh ter­

he.de.p ]{.5.ndunse.n e.ntise:n pre-S2 e.ermn; eerum pengicle.p HBsAg 

subtipe aclr menganduns lebih banyak antigen pre-62 clibanding 

pengidap HBsAg e:ubtipe adw. 

Dari laporan-laporan tersebut dapat disimpulkan adanya 

petu:njul{ be.hwe. el:spreei genome VHB C l,7ai tu protein pre..:. 52 de.n 

HBeAg ) dapat dipe:ngaruhi oleh subtipe HBeAg. Oleh karena itu, 

diduga perbedaan subtipe HBsAg akan memba\ .... 7a perbedaan kan­

dungan antigen pre-62 sehingga akan menyebabkan perbedaan 

irnunosenie:i te.s HBsAg de.n perbede.an sv.btipe HBsAg e.k.5.n membe.\•78. 

perbedaan frekuensi HBeAg serum pengidap HBsAg. 

2 . l'-1asalah 

a ) . Apakah terdapat perbedaan kandungan protein pre-52 dan 

frekuensi HBeAg pada serum pengidap HBsAg dari berbasai 

subtipe? 

b). Apakah subtipe HBsAg dapat me nyebabkan perbedaan imuno-

genisitas HBsAg murni. 

3. ~Jjuar1 Penelitian 

a ) . mempelajari perbedaan kandungan antigen pre-52 pada serum 

pensidap HBsAs dar! berbagai subtipe, 

diketahui perbedaan imunogenisitasnya. 

b ) . mempelajari perbedaan frekuensi HBeAg pada e:erum pengidap 

HBsAg dari · berbagai subtipe. 

c) mempelajari apakah perbedaan subtipe HBsAg dapat menye-

beJJl~e,n perbedaan imunogenie;i tas HBsAg murni. 

d). me mpele_j e.ri epake.h perbede.e.n imunogenisi te.s HEsAg murni 

antar subtipe tersebut disebabkan oleh perbedaan kandung-

an antigen pre-62. 
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4. Hipotesis 

1. Kandungan antigen pre-S2 pacta serum pengidap HBsAg subtipe 

adr lebih tinggi dibanding pengidap subtipe adw dan ayw. 

2. Terdapat perbedaan frekuensi HBeAg pacta serum pengidap 

HBsAg dari berbagai subtipe HBsAg (adw, adr dan ayw). 

3. HBsAg murni subtipe adr lebih imunogenik dibanding HBsAg 

murni subtipe ad~: .... r dan a)rw. 

5. Kegunaan Peneliti~~ 

a ) . Kegunaan teoritik : 

Dapat memberi sumbangan dalam pengembangan teori biologi 

molekuler tentang peranan subtipe HBsAg terhadap kandung-

an protein pre-S2. Terdapat kemungkinan bahwa perbedaan 

kandungan protein pre-S2 tersebut disebabkan oleh karena 

perbedaan rangkaian ( akibat perbedaan subtipe ) da.lam 

regio yang bertanggung j a~:•Jab 
.;... , 

UnL,UK memacu transkripsi 

gena p:r·e-S2. 

b) . Aplikasi klinik 

Dapat mendasari penelitian untuk mengetahui seberapa 

besar pengaruh subtipe terhadap gejala dan prognosa 

penyakit. 

c ) . Aplikasi laboratorik 

Pemanfaatan subtipe untuk mendapatkan HBsAg murni dengan 

imunogenisitas tinggi dalam rangka produksi vaksin dan 

reagen diagnostik. 
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II. TINJAUAN PUSTAKA 

Virus hepatitis B bukan merupakan virus yang sitopatik. 

Kerusakkan sel yang ter jadi pada hepatitis B adalah akibat 

respon imunologik tubuh host terhadap antigent virus yang 

menempel pada permukaan membran sel hati. Virus hepatitis B 

mempunyai 3 determinan antigenik utama yaitu HBsAg, HBcAg dan 

HBeAg. Pada HBsAg terdapat antigen pre-S yang merupakan immu­

nodominant epitope dan subdeterminan antigenik yang menentu­

kan subtipe v irus. Perbedaan subtipe membawa perbedaan genome 

v irus; perbedaan tersebut cukup besar, bisa mencapai 10% dari 

seluruh rangkaian genome vi rus. Pemurnian HBsAg dilakukan 

untuk memperoleh HBsAg murni, baik untuk kepentingan produksi 

reagen diagnostik ma upun produksi v aksin. Vaksin hepatitis B 

yang se karang beredar telah terbukti aman dan imunogenik. 

Namun demikian ada sebagian individu yang tidak memberi 

respon anti -HBs setelah vaksinasi hepatitis B. Penambahan 

peptida pre-S diketahui dapat meningkatkan imunogenisitas 

vaksin hepatitis B. 

A. Virologi Virus Hepatitis B 

Virus hepadna me rupakan viru s y ang hepatotropik, terma­

suk dalam famili v irus ini adalah Virus hepatitis B (VHB), 

wood -chuck hepatitis virus (WHV), beechey ground squirrel 

hepatitis virus (GSVH), Pekin duck hepatitis virus dan tree 

squirrel hepatitis virus atau THBV (Feitelson et al., 1986 

cit . Tiollais et al., 1988). 
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Pengetahuan mengenai VHB berkembang dengan pesat sejak 

Blumberg et a1.(1965), melaporkan temuannya · tentang antigen 

Australia (HBsAg). Dilaporkan bahwa antibodi yang terdapat 

dalam dua serum penderita hemopilia yang sering mendapat 

transfusi darah ternyata bereaksi dengan salah satu panel 

serum yang berasal dari suku Aborigin Australia; karena i tu 

antigen terse but dinamakan antigen Australia. Disusul pada 

tahun 1970, Dane, Cameron dan Briggs menemukan partikel VHB 

berdiameter 42 nm -disamping partikel HBsAg 22 nm- didalam 

serum dari penderita dengan antigen Australia positif. 

Partikel tersebut sekarang dikenal sebagai partikel Dane, 

yang merupakan virus utuh. Tahun 1970 Almeida et a]., 

menggunakan detergen untuk memisahkan antigen core dari selu-

bung HBsAg; berikutnya Magnius dan Espmark menemukan HBeAg 

pada tahun 1972, sehingga lengkaplah temuan seluruh determi-

nan antigenik utama VHB. 

"---~-- HB cAg 

--+---- HBsAg 
......._<..rn,..__, 

DNA 

DNA Polymerase 

Gambar 1. Virus hepatitis B (partikel Dane) 

(Sumber : Miyakawa and Mayumi, 1985) 
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Virus hepatitis B (VHB) adalah virus yang species speci­

fic, hanya menginfeksi manusia dan beberapa primata lain; 

sampai sekarang belum bisa dibiakkan dalam kul tur jaringan 

(WHO, 1977; Metselaar & Simpson, 1982; Vyas & Blum, 1984). 

Virus hepatitis B ( partikel Dane) merupakan partikel yang 

terdiri atas selubung luar yaitu hepatitis B surface antigen 

(HBsAg) yang membungkus bag ian dalam virus yang mengandung 

hepatitis B core antigen (HBcAg), hepatitis B e antigen 

(HBeAg), partially double stranded DNA, DNA polymerase dan 

suatu aktivitas protein kinase. 

Menurut Jawetz et al. ( 1976), virus hepatitis B stabil 

pada suhu -20 derajat C sampai 20 tahun atau lebih dan tahan 

terhadap pembekuan serta pencairan berulang kali. Stabil pada 

suhu 37 derajat C selama 60 menit dan tahan terhadap iradiasi 

ultraviolet. Pada suhu 100 derajat C selama 10 menit, 60 

derajat C selama beberapa jam dan pada pH 2,4 selarna 6 jam 

infektifitasnya hilang, tetapi antigenisitasnya tetap. Sodium 

hipoklorid 0,5% menyebabkan hilangnya antigenisitas HBsAg dan 

infektifi tas virion dalam waktu 3 meni t, tetapi dalarn serum 

yang tidak diencerkan dibutuhkan konsentrasi yang lebih ting­

gi lagi ( 5%). 

1. Hepatitis B Core Antigen (HBcAg). 

HBcAg adalah kornponen nukleokapsid VHB; terdapat dalam 

sel hati dan didalarn partikel Dane. Dengan pemeriksaan mi­

kroskop elektron, HBcAg tampak sebagai partikel dengan diame­

ter 27 nm terletak didalam nukleus sel hati; sedang HBsAg 

terdapat didalarn retikulum endoplasmik sitoplasma. Tidak 
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terdapat HBcAg bebas dalam sirkulasi darah; antigen ini dapat 

dideteksi hanya setelah selubung virus dipecah (Sherlock, 

1987). Pada penderita hepatitis akut, antibodi terhadap HBcAg 

( anti-HBc) muncul dalam darah 3-5 minggu setelah munculnya 

HBsAg, sebelum munculnya gejala klinik. IgM anti - HBc muncul 

lebih dahulu dan bertahan dalam konsentrasi tinggi selama 6 . 

bulan atau lebih; sedang IgG anti-HBc muncul segera setelah 

IgM anti-HBc dan bertahan selama hidup. Pada indi vidu yang 

sembuh dari infeksi, HBsAg akan hilang disusul dengan muncul ­

nya anti-HBs. Bila infeksi menetap, terjadilah pengidap kro­

nik yang ditandai dengan tetap adanya HBsAg dan anti-HBc (CDC 

Atlanta, 1989). 

2. Hepatitis Be Antigen (HBeAg). 

HBeAg merupakan komponen nukleokapsid seperti halnya 

HBcAg tetapi mempunyai determinan antigenik yang berbeda; 

selain itu HBeAg berbeda dengan HBcAg karena HBe Ag dapat 

disekresi kedalam darah (Vyas & Blum, 1984). Eratny a hubungan 

antara HBe Ag dalam serum dengan adanya partikel Dane dan 

dengan petanda imunologik dan biokemik VHB (HBcAg dan DNA 

VHB), menyokong penda pat bahHa HBeAg menunjukkan VHB yang 

sangat infeksius dan secara tidak l ang sung menunjukkan infek­

tifitas sera (Baraldini et al., 1981; Miyakawa & Mayumi, 

1985). Se ra HBsAg positif dengan HBe Ag positif 1000.000 kali 

lebih infeksius dari pada sera HBsAg positif dengan anti - HBe 

positif (Miyakawa & Mayumi, 1985). 
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HBeAg merupakan parameter dari replikasi virus, karena 

itu prevalensim.ra dipengaruhi oleh konsentrasi HBsAg. Pacta 

konsentrasi HBsAg tinggi (2 mg/ eo atau lebih) didapatkan 

prevalensi HBeAg sebesar 80%; sedang pada konsentrasi HBsAg 

antara 0,05 mg/cc - 1,5 mg/cc, lebih sering didapatkan anti-

HBe (Vranckx et ~ d. , 1980). Menurut Miyal{awa & Mayumi ( 198e)) 

ste.tus HBeAg pade. pengide.p ]{ronik VHB dipenge.ruhi oleh banye.k 

faktor termasuk status imunolo gik, etnik, sosioekonomik/gizi, 

jenis kelamin dan umur host. 

3. Hepatitis B Surface ru1tigen (HBsAg) 

Didalam darah individu yang terinfeksi Virus Hepatitis 

B, HBsAg terdapat dalam 3 bentuk yaitu HBsAg sebagai selubung 

pe_rtil{el Dane, pe.rtikel HBe.Ag bulat denge.n dieJneter 22 nm dan 

pe.rtil{el HBsAg tubular· denge.n die.meter 22 nm dan panjang 

antara 50-200 nm ( Gambar 2). Konsentrasi HBsAg dalam darah 

1000-1000. 000 kali konsentrasi partikel Dane, bisa mencapai 

10 pangkat 13 partikel tiap oe serum; ekivalen dengan 500 meg 

p r otein HBsAs/ oc (Hoofnagle, 1981; Metzelaar & Simpson, 1982; 

Robinson, 1985). HBsAg merupakan komponen antigenik VHB, 

tetapi tidak infeksius; tersusu n atas karbohidrat, lipid dan 

protein ( Vyas & Blum, 1984, Rob i n son , 1985 ). Buoyant density 

dalam CsCl untuk partikel Dane, HBsAg bentuk bulat dan HBsAg 

tubular masing-masing adalah 1,28 g / ml, 1,20 g/ ml dan antara 

1,20-1 , 28 g/ ml (Millman e t a l. , 1970; Dreesman e t -, 'l 
:::~ .!. • ' 1972; 

Vye.s e i.: . ::! 1 . , 1972; vlliO, 1977; clan Robinson, 1985 ) . Koefisien 

sedimentasinya adalah .antara 33-e)4S untul{ HBsAg bulat dan 145 

S untuk partikel Dane (Gerin et al . , 1971; CDC Atlanta, 1977; 

WHO, 1977; Miyamoto , komu nikasi priba.di). 
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PARTIKEL DANE 

PARTIKEL HBsAg 

HBsAg tubular HBsAg bulat 

Gambar 2. Partikel HBsAg 

3a. Struktur dan Komposisi HBsAg 

HBsAg terdiri atas protein ( 70,0%), karbohidrat ( 7, 5%) 

dan lipid (22,5% ) ; merupakan suatu glikoprotein yang terikat 

pada 2 lapisan lemak (Vyas & Blum, 1984; Tiollais et al., 

1984). Polipeptida HBsAg mempunyai kemampuan untuk berikatan 

dengan sel-sel lipid dan membentuk partikel lipoprotein 

(Patzer et al ., 1984). Hubungan antara polipeptida HBsAg de ­

ngan lipid terdapat pada segmen hidrofobik polipeptida, yaitu 

pada 2 segmen hidrofobik pertama dari 3 segmen hidrofobik 

yang terdapat pada polipeptida protein S (Tiollais, 1984). 

Polipeptida HBsAg terutama terdiri atas prol in ( 10%) yang 

tersebar diseluruh bagian polipeptida, sistein (6%) di bagian 

tengah polipeptida, triptofan ( 6-14%}, tirosin (3%), serin 

(10%) dan treonin (8%) yang pada umumnya merupakan tempat 
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menempelnya molekul gula pada peptida (WHO, 1977; Robinson, 

1985). Banyaknya asam amino aromatik yang memrusun HBsAg 

menyebabkan absorben ( pada 280 nm, larutan D~) yang cukup 

t inggi yai tu 37, 26 ( Vyas e i: a 1 • , 1972) . Hal ini mempermudah 

pengukuran protein HBsAg secara spektrofotometrik; larutan 

dengan absorben (pada 280 nm) = 3,726 mengandung 1 mg HBsAg. 

HBe:As tere:ue:un atas 3 m8_ce_m protein; mae:ing-mae:ing pro-

tein menginduke:i antibodi e:pee:ifik, karena itu dikenal tiga 

epitope pada HBsAg yaitu antigen 5, antigen pre-52 dan anti-

gen pre-51 yang masing-masing terdapat pada ma jor protein , 

m.icidle prote.in de.n .Jan~7e nrob?_in (Neur8_th et a.l. , 1fl86). 

H.=~. . .ior pn::t·eJ.n merup8Jt8Jl rangkaian 226 8.e:am amino de.n 

didapatkan dalam 2 bentuk yaitu bentuk glikoprotein dengan 

berat molekul (Bt-1) 27 KD (GP27) dan bentuk nonglikosilat 

denge_n BM 24 KD ( P24 ). Kedu8_ bentult terse but 

identik susunan ase,m 8.minony8_, tet8_pi p8_da bentuk pert8lil8. ada 

tambahan molekul karbohidrat (glikan). Pada polipeptida ini 

terdapat 3 segmen hidrofobik dan 2 segrnen hidrofilik (Machida 

l"?i:. d.! ., lfl83; Tioll8.i s ef.: .::1./." , 19B4). !I.=;jor ;:n·-of.:E"in merupe_kan 

protein tel:.-·tier dan bentulrny8_ di tentuk8.n oleh jemb8.t8.n dimJ.l-

fida antar sistein. Reaktifitas major protein sangat dipenga-

ruhi oleh jembatan disulfida tersebut (Heerman r:.•t .=i.l ., lfl84). 

NJ c:fd J "'" pro f.:e.in (pre-52 ) merupal{an rangkaian 2Bl 8.88.111 

amino dan terdapat dalam 2 bentuk, yaitu slikoprotein densan 

2 komplek glikan BM 36 KD atau disebut GP36 dan glikoprotein 

dengan 1 komplek glikan BM 33 KD atau disebut GP33. L7:~.rqE" 
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protein (pre-S1) merupakan rangkaian 389-400 asam amino, 

terdiri atas 2 bentuk yaitu bentuk glikoproetin dengan BM 42 

KD atau disebut GP42 dan bentuk nonglikosilat dengan BM 39 KD 

atau disebut P39 (Beerman et al., 1984; Tiollais et al., 

1985). 

HBsAg selubung VHB mengandung 300-400 major protein dan 

40-80 (middle +large protein). Komposisi protein HBsAg ben­

tuk tubuler identik dengan protein HBsAg selubung VHB, sedang 

komposisi protein partikel HBsAg bulat tergantung pada ada 

atau tidaknya replikasi v irus. Pada pengidap kronik dengan 

replikasi virus, partikel HBsAg bulat mengandung protein S 

dan protein pre-S2 dengan ratio yang sama dengan HBsAg selu­

bung VHB tetapi dengan jumlah protein pre-S1 hanya 5% HBsAg 

selubung. Pada keadaan tanpa replikasi virus, kandungan pro­

tein HBsAg bentuk bulat sebagian besar protein S, protein 

pre-S2 hanya 1% dan tanpa protein pre -S1 (Tiollais, 1985; 

Takahashi, 1986). HBsAg bentuk bulat tersusun at as 60-100 

molekul protein, merupakan sekitar 25% dari luas HBsAg selu­

bung VHB (Beerman et al., 1984). 

3b. Sifat-sifat HBsAg 

Menurut WHO Expe rt Comittee on Viral Hepatitis (1977) 

dan CDC Atlanta (1977) HBsAg stabil terhadap pelarut-pelarut 

organik dan reagen-reagen disosiasi, stabil terhadap suasana 

asam untuk beberapa jam. Aktivitas antigenikny a stabil terha­

dap senyawa-senyawa yang biasanya men y ebabkan denaturasi 

seperti diethylaether, chloroform, urea, sodium dodecyl sul-
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phate dan beberapa enzim proteolitik. Tetapi pemberian etha­

nol dan buthanol menyebabkan hilangnya akti vi tas antigenik­

nya. Reakti vi tas HBsAg stabil terhadap panas; pemanasan 60 

derajat C selama beberapa jam tidak mempengaruhi reaktivitas 

antigeniknya, tetapi pemanasan 100 derajat C selama 5 menit 

menghilangkan seluruh afinitasnya terhadap antibodi. Aktivi ­

tas antigeniknya hilang seluruhnya dengan pemanasan 85 dera­

jat C selama 60 menit. Determinan grup spesifik a stabil pada 

60 derajat C selama 21 jam; sedang subdeterminan d/y reakti­

v itasnya akan sangat berkurang dengan pemanasan 60 derajat C 

selama 3 jam . 

Stabilnya HBsAg terhadap pana s dan tahannya terhadap 

di gesti protease memberi petunjuk adanya komponen karbohidrat 

dalam HBsAg, sedang adanya presipitasi HBsAg oleh concanav a­

lin A dan reaksi anthrone positif menunjukkan adanya karbohi ­

drat, lipid dan protein . Diduga karbohidrat memegang peranan 

penting dalam mempertahankan akti v i tas serologik HBsAg. Ak ­

tivitas HBsAg murni turun 90% dengan. pemberian s odium perio­

date selama 4 jam pada 37 derajat C (WHO Expert Comittee on 

Viral Hepatit is, 1977;CDC Atlanta , 1977 ) . HBsAg dalam vaksin 

(yang menggunakan adjuvant alumunium hidroksida ! stabil sam­

pai 19 bulan bila disimpan pada 4 suhu derajat C . Selama 

waktu tersebut a n tigenisitasnya menurun 50% bila disimpan 

pada suhu 20 derajat C dan menurun 75% bila disimpan pada 

suhu 37 derajat C (Prince et al., 1984). 
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3c. Subtipe HBsAg. 

HBsAg mempunyai paling sediki t 5 antigenic determinant 

yaitu group specific determinant a yang terdapat pada semua 

HBsAg dan 2 pasang subtype specific determinant yaitu d,y dan 

w,r (Le Bouvier, 1971; Bancroft, 1972). Dengan demikian ter­

dapat 4 subtipe utama HBsAg yaitu adw, ayw, adr dan ayr. 

Dengan diketemukannya beberapa subtype subdeterminant maka 

subtipe HBsAg pun bertambah yaitu: adw2, adw4; adr-q+, adr-q­

; ayr; ayw1, ayw2, ayw3, ayw4; adyw, adyr, adwr, aywr (Tiol­

lais et al. , 1984). Subtipe HBsAg adalah virus-specific dan 

di "turunkan" bila VHB ditularkan kepada individu yang 

rentan (Le Bouvier et al., 1972; Shorey , 1976; Holland, 

1985). Di dunia terdapat variasi geografik dari prevalensi 

berbagai subtipe HBsAg dan variasi ini lebih banyak berhu­

bungan dengan daerah tempat asal indi vidu dari pada daerah 

tempat tinggal individu , sehingga dapat membantu menelusuri 

migrasi penduduk pengidap VHB dimasa lampau (Mazzur et al., 

1974; Courouce-Paut y et al., 1983). Subtipe adw, ayw dan adr 

terdapat luas di berbagai bagian dunia; sedang subtipe ayr 

sangat jarang didapatkan. Dilaporkan subt i pe ayr sering dida­

patkan di daerah Oceania dan di Jepang (WHO, 1977; Courouce­

Pauty et al., 1983; Nishioka, 1984; Tachibana et al., 1989). 

Selain aspek epidemiologik, subtipe juga berpengaruh terhadap 

perjalanan penyakit; subtipe ad cenderung lebih banyak menye­

babkan infeksi yang mengakibatkan antigenemia yang menetap 

dan hepatitis kroni k dibanding subtipe ay (Holland et al. , 

1972; Gerety et al . , 1975). 
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4. Antigen Pre-s : 

Rangkaian asam amino yang dianalisa dari berbagai subti­

pe HBsAg, menunjukkan bahwa protein pre-S mempunyai sifat­

sifat yang berbeda dengan protein S . (Neurath et al., 1986) 

yai tu (a) mempunyai sifat hidrofilik tinggi dan prosentase 

tinggi residu bermuatan listrik; (b) tidak mengandung residu 

sistein dan karena i tu antigenisi tas dan imunogenisi tasnya 

tidak tergantung pada ikatan disulfida; (c) diantara semua 

protein VHB, merupakan polipeptida yang susunan asam aminonya 

paling tergantung pada subtipe HBsAg; (d) mempuny ai sediki t 

persamaan dengan analog rangkaian DNA dari Hepadna viridae 

non manusia. Sifat-sifat ini memberi petunjuk bahwa protein 

pre-S merupakan bagian terluar v irion, merupakan sasaran bagi 

respon imun host dan bertanggung jawab untuk spesifitas virus 

yang hanya menginfeksi manusia dan beberapa primata lain. 

Pre-S1 diduga berperan dalam mengatur keseimbangan sintesa 

partikel HBsAg bulat, HBsAg tubuler dan HBsAg selubung viri­

on; sedang protein pre-S2 merupakan epi tope yang imunodomi­

nan, meningkatkan imunogenisi tas HBsAg. Selain i tu protein 

pre-S1 diduga mempuny ai reseptor y ang merupakan tempat menem­

pelny a VHB pada permukaan sel hati (Wong et al., 1985; 

Neurath et al., 19 8 4, 1985, 1986, 1987; Ou & Rutter, 1987). 

Berbeda dengan antigen S, antigen pre-S mudah rusak oleh 

perlakuan yang agresi f seperti pemanasan dan digesti oleh 

enzim protease ( Neurath et al. 1986; Takahashi et al., 

1986). Proses inaktivasi selama pembuatan vaksin ( y ang bera­

sal dari plasma) dapat mempengaruhi stabilitas antigen pre-S. 

Perlakuan dengan pepsin dapat mempercepat rusaknya antigen 
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pre-S; sebaliknya perlakuan dengan formaldehida akan menambah 

stabilnya antigen pre-S. Perlakuan dengan formaldehida selama 

tiga hari pada suhu 37 derajat C menunjukkan bahwa antigen 

pre-S2 stabil pada konsentrasi formaldehida 1: 1. 000 sampai 

1:8.000. Sebaliknya antigen pre-S2 (GP33 dan GP36) cepat 

menghilang dalam larutan tanpa formaldehida. Pada konsentrasi 

formaldehida lebih dari 1:1.000 mulai terjadi polimerisasi 

protein menjadi molekul yang lebih besar. Aktifitas antigen 

pre-S2 dipertahankan lebih lama bila partikel disimpan dalam 

suhu 4 derajat C; hal ini memberi petunjuk bahwa hilangnya 

aktifitas pre-S2 pada suhu 37 derajat C mungkin disebabkan 

oleh adanya kontaminan protease serum yang masih tetap teri­

kat setelah proses pemurnian HBsAg (Chen & Howard, 1988). 

B. Biologi Molekuler VHB 

Henjelang akhir tahun 1970, kemajuan dibidang biologi 

molekuler telah dimanfaatkan secara efektif untuk dapat mema­

hami berbagai antigen serta mekanisme replikasi VHB . Antara 

lain telah dapat dibuat berbagai antibodi monoklonal dari 

protein sintetik yang dibuat berdasar pengetahuan tentang 

susunan asam amino protein VHB. Keberhasilan pembuatan vaksin 

hepatitis B yang berasal dari rekayasa genetik -yang sekarang 

telah beredar di pasaran- juga tidak terlepas dari kemajuan 

di bidang biologi molekuler VHB. Selain itu, pengetahuan ten­

tang cara replikasi VHB akan dapat melengkapi informasi yang 

diperlukan yang dapat dipakai sebagai dasar dalam strategi 

pengobatan anti-viral (Summers, 1988). 
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1. Struktur DNA Virion 

Adanya DNA dalam partikel Dane pertama kali diumumkan 

oleh Robinson dkk. pada tahun 1974. Genome VHB mempunyai 

struktur yang khas dan tidak biasa; yaitu merupakan DNA yang 

sirkuler dan sebagian dalam keadaan berpasangan (partially 

double stranded DNA). Untaian yang panjang atau L disebut (-) 

strand dengan panjang tetap, sekitar 3.200 nukleotida. Untai­

an yang pendek disebut (+)strand mempunyai panjang yang ber­

variasi, sekitar 50%-75% panjang (-)strand (Tiollais et al., 

1984; Robinson, 1985). Posisi akhiran 5' dari (-) dan 

(+)strand serta akhiran 3' dari (-)strand adalah tetap, se­

dang posisi akhiran 3' dari (+)strand bervariasi. Struktur 

sirkuler genome dipertahankan oleh berpasangannya basa dari 

akhiran 5' kedua strand sepanjang kurang lebih 200 nukleo­

tida. 

Sampai sekarang telah dipublikasi 13 genome .VHB lengkap; 

empat subtipe adr, tiga subtipe ayw, lima subtipe adw dan 

satu subtipe ayr (Okamoto et al., 1988). Dari 13 genome ter­

sebut diketahui panjangnya bervariasi antara 3182-3221 nukle­

otida. Variasi panjangnya polinukleotida ini terjadi karena 

ada nukleotida yang hi lang ataupun yang bertambah. Analisa 

dari 13 genome tersebut menunjukkan adanya suatu tingkat 

perbedaan, yang ditandai oleh adanya mutasi titik. Perbedaan 

tersebut mencapai sekitar 10% untuk virus yang berbeda subti­

pe, sedang untuk virus dari subtipe sama variasinya hanya 

sekitar 2%; kecuali untuk subtipe ayr yang hanya berbeda 

kurang lebih 2% dengan subtipe adr (Tiollais et al., 1984 dan 

1988). Menurut Tiollais et al. (1984),jumlah nukleotida pada 

subtipe ayw berkisar antara 3182-3188, subtipe adw antara 

3200-3221 dan subtipe adr berkisar antara 3188-3214. 
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2. Organisasi Genetik VHB 

Gambaran umum organisasi genetik VHB dapat diperoleh 

dari analisa komparatif rangkaian nukleotida dari genome yang 

di clone. Seluruh rangkaian 13 genome yang telah di clone, 

menunjukkan adanya empat open reading frame (ORF) besar pada 

salinan (-) strand. Selain i tu peristiwa masuk ataupun hi­

langnya nukleotida (insertions/deletions) selalu rnerupakan 

kelipatan tiga, sehingga memungkinkan lestarinya ORF. Seba-

liknya tidak ada ORF y ang mantap pada salinan (+) strand; 

karena i tu minus strand mengandung seluruh ·kapasi tas virus 

untuk mengkode protein . Hal ini juga sesuai dengan rnekanisme 

replikasi v irus hepadna, yang menyangkut sintesa suatu RNA(+) 

yang sesuai dengan (-) strand. Keempat ORF tersebut adalah S, 

C, P dan X; an tara reg io S, C dan reg io X sal ing tumpang 

tindih paling tidak antara satu regia dengan regia lain, 

sedang regia P overlapping dengan tiga regia y ang lain 

(Gambar 2.). Dengan dernikian seluruh genome VHB dapat dibaca 

sepanjang satu setengah kali lipat; ini sesuai dengan kenya­

taan bahwa VHB merupakan v irus DNA marnalia yang terkecil 

(Tiollais et al., 1984 dan 1988). 
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Gambar 3. Peta genome VHB 

(Sumber : Tiollais et al., 1984) 

2a. Regio S : 

Regio S/pre-S mengkode sintesa protein HBsAg, yang diba­

gi menjadi gena S, regia pre-Sl dan regio pre-S2. Gena S dan 

regio pre-S2 mempunyai panjang yang konstan pada semua subti­

pe VHB. Sebaliknya akhiran 5' regio pre-Sl dari subtipe adw, 

adr dan ayr mempun yai 33 nukleotida lebih panjang dibanding 

subtipe ayw (Tiollais et al., 1988). 

Gena S mengkode sintesa major protein yang tersusun atas 

226 asama amino, disebut juga protein S. Major protein terdi­

ri atas dua bentuk yaitu bentuk glikosilat (GP27) dan bentuk 

nonglikosilat (P24). GP27 mengandung kompleks ikatan N-gl ycan 

pada posisi asam amino 146. Analisa teori tik dari produk 

translasi gena S menunjukkan bahwa peptida S mempun yai tiga 

rangkaian hidropobik yang dipisahkan oleh dua daerah hidropi -
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lik (Tiollais et al., 1984 dan 1988). Batas yang tegas kedua 

daerah itu belum diketahui dengan pasti; namun telah diketa-

hui bahwa rangkaian hidropobik tersebut terletak pada asam 

amino 7-23, 80-98, dan 169-226. Sebagian besar variasi asam 

amino peptida S terletak pada kedua daerah hidropilik. Vari­

asi yang berhubungan dengan determinan d/y terletak pada 

posisi asam amino nomer 68 dan 122; yaitu Ile dan Lys untuk 

determinan d menggantikan Thr dan Arg pad a determinan y . 

Yang berhubungan dengan determinan w/r lebih banyak lagi, 

yaitu pada posisi asam amino 4, 47, 110, 113, 126, 160, dan 

207; adalah Ile, Val, Ile, Ser, Thr, Ly dan Ser untuk deter­

minan w menggantikan Thr, Thr, Leu, Thr, Ile, Arg, dan Asn 

pada r (Okamoto et al., 1986). Dengan tersedianya lebih ba­

nyak rangkaian nukleotida DNA VHB, variasi ini mungkin akan 

berkurang men jadi pada beberapa asam amino saja. 

Menurut Tiollais et al. (1984) dan Okamoto et al. (1987, 

1989), gena yang menentukan subtipe HBsAg terletak pada regia 

S. Determinan kelompok a, terutama terletak pada posisi asam 

amino nomor 110-137 dan 138-149. Determinan d/y terutama 

ditentukan oleh posisi asam amino nomor 122 (lisin/arginin) 

dan determinan w/r terutama ditent ukan oleh posisi asam amino 

nomor 160 yai tu arginin untuk determinan r dan lis in untuk 

determinan w. 

2b. Regia pre-S 

Regia pre-S2 dan gena S mengkode sintesa middle protein 

dengan panjang 281 asam amino; merupakan glikoprotein yang 

terdapat dalam dua bentuk yaitu GP33 (satu glikan) dan GP36 

(dua glikan). Diduga pelekatan VHB pada hepatosit diperanta-

21 

PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

DISERTASI PERBEDAAN IMUNOGENISITAS HEPATITIS MULYANTO



rai oleh reseptor polymerized human albumin (poly-HSA) yang 

terdapat pada produk translasi pre-S2 pada permukaan hepato­

sit (Thung, 1984). Residu terminal N nomor 1-26 dari 55 asam 

amino yang dikode oleh regia pre-S2 .mempunyai epi tope yang 

dominan pada permukaan HBsAg. Epitope ini tidak tergantung 

pada ikatan disulfida dan nampaknya lebih imunogenik diban­

ding epitope major protein serta dapat menghasilkan neutrali­

zing antibody (Neurath et al., 1985; Rutgers et al., 1988) 

Protein pre-S2 mempunyai 2 daerah hid~opilik lokal, 

terletak antara as a m amino nomor 15-20 dan antara nomor 50-

55, yang merupakan determinan antigenik pre-S2. Pada rangkai­

an asam amino nomor 14-32, susunan asam amino untuk subtipe 

adr, a yw dan subtipe a y r adalah s ama; tetapi pada subtipe adw 

susunannya berbeda. Pada subtipe adw asam amino nomor 22 

adalah leu sin, sedang pada subtipe adr, ayw dan ayr adalah 

fenil alanin (Okamoto et al., 1985; Millich et al., 1986). 

Menurut Mi llich et al. (1986) epitope yang tersusun atas asam 

amino nomor 17-23 adalah merupakan subt y pe dependent epitope. 

Reagen Elisa/hemaggglutinasi untuk mendeteksi antigen pre-S2 

yang dibuat dari a ntibodi monoklonal terhadap peptida sinte­

tik (aa nomor 14 -32) ternyata mempunyai sensitifitas y ang 

tidak tergantung subtipe HBsAg (Okamoto et al., 198 5 ; Machida 

et al., 1987; Budkowska et al., 1987; Neurath et al., 1987). 

2b.l. Regia pre-S1 

Regia pre-Sl, pre-52 dan gena S mengkode sintesa large 

protein, yang terdapat dalam bentuk glikosilat ( GP42) dan 

bentuk nonglikosi l at (P39). Panjang polipeptida pre-S1 berva­

rias i tergantung subtipe; 10 8 pada subt ipe ayv-r dan 119 pad a 
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subtipe adw, adr dan a y r (Tiolla i s et al., 1988). Rangkaian 

large protein sangat penting· dalarn rnengenali reseptor pada 

perrnukaan hepatosit, terutarna asarn amino nornor 21-47 (Neurath 

et al., 1986b). Pada cell line yang rnengandung DNA VHB rekorn-

binan, adanya rangkaian pre-S1 yang berlebihan akan rnengham-

bat sekresi partikel HBsAg (Ou & Rutter, 1987). Diduga large 

protein rnernbantu rnernacu pernbentukan HBsAg filarnen dan parti-

kel Dane (Persing et al., 1986 cit. Tiollais et al., 1988). 

b a 

Gambar 4. Regia S dan pre-S genome VHB. 

(Sumber: Neurath et al., 1986} 

Keterangan: 

Jika pembacaan mulai pada titik (a} sampai ujung panah, 

terbaca 226 codon dan akan disintesa protein S. 

Jika pembacaan mulai pada titik {b) sampai ujung panah, 

terbaca 226 + 55 codon dan akan disintesa protein pre-

52. Pembacaan pada titik b) jarang terjadi,sehingga 

HBsAg sedikit mengandung protein pre-S2. 

- Jika pembacaan mulai pada titik (c) sampai ujung panah, 

terbaca 226 + 55 + 119 codon dan akan disintesa protein 

pre-S1 (Neurath et al, 1986). 
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Pada fase replikasi virus, HBsAg virion dan partikel 

HBsAg tubuler rnengandung sekitar 15% large protein; sedangkan 

partikel HBsAg bulat hanya rnengandung sekitar 1-2% large 

protein. Sebaliknya kornposisi middle protein pada ketiga 

partikel HBsAg tersebut sarna yaitu sekitar 5-10% (Heerrnan et 

al., 1984). Pada fase nonreplikatif, hanya terdapat sediki t 

sekali middle protein pada partikel HBsAg bulat dan praktis 

tidak terdapat large protein (Stibbe and Gerlich, 1982; Tiol­

lais et al., 1985 ) . Ada tidakn ya protein yang di kode oleh 

regio pre S, rnernbawa pengaruh terhadap irnunogenisitas HBsAg. 

HBsAg yang rnengandung protein yang dikode oleh region pre S 

tern yata lebih irnunogenik dari pada HBsAg yang tidak rnengan­

dung protein yang dikode oleh reg io pre S (Mi ll ich et al. , 

1985a dan 1985b). 

2c. Gena C 

Gena C rnengkode sintesa prote in core ( P22c), dengan 

akhiran karboksil yang sangat kaya akan residu arginine, 

serine dan proline. Diduga rangkaian kaya arginine ini terli­

bat dalarn interaksi antara genome VHB dengan nucleocapsid. 

Regio pre-C dan gena C rnengatur sintesa protein core yang 

bisa disekresi yaitu HBeAg . Di dalarn darah HBeAg terdapat 

sebagai protein dengan berat rnolekul (BM) 15.000 dalton, yang 

dihasilkan dari pemecahan P22c. Regio pre-C tidak dibutuhkan 

untuk expressi HBcAg rnaupun HBeAg; tetapi adanya regio pre-C 

menyebabkan HBeAg berikatan dengan retikulurn endoplasrnik dan 

berakibat dise kre sinya HBeAg. Selain itu regio pre-C mungkin 

juga berperan dalarn interaksi antara HBcAg dengan HBsAg untuk 

pernbentukan partikel Dane ( Ou et al., 1986; McLachlan, 1987; 
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Rossinck et al., 1986 cit. Tiollais et al., 1988). Di negara­

negara Mediterania dan Asia banyak terdapat penderita penya­

kit hati kronik dengan HBsAg positif, HBeAg(-) dan anti-

HBe{+) tetapi dengan .DNA VHB(+). Penderita-penderita seperti 

ini biasanya menunjukkan gejala klinik berat (Hadziyannis et 

a] . ' 1 9 9 0 ) . VHB pada penderita seperti ini terbukti telah 

mengalami mutasi sehingga tidak mempunyai regia pre-C; aki­

batnya tidak didapatkan HBeAg dalam serum. Anti -HBe bisa 

muncul dalam darah, karena yan g merupakan epitope HBeAg ada­

lah protein core. Bila binatang (kelinci, mencit, chimpanzee) 

disuntik dengan HBcAg yang sudah mengalami denaturasi, maka 

binatang tersebut akan membentuk anti-HBe. Jadi y ang berlaku 

sebagai epitope untuk HBeAg adalah core yang mengalami dena­

turasi (Thomas, 1988). 

2d. Regio P 

Regia P mengkode sintesa suatu protein dasar yang kaya 

histidine, dengan BH 90.000 dalton; suatu BM yang mendekati 

DNA polymerase. Perbandingan rangkaian asam amino produk 

translasi regia P dengan reverse transcriptase retrovirus 

serta virus caoliflower mozaic menunjukkan adanya jejak homo­

logi pada daerah yang tumpang tindih (overlap) dengan bagian 

akhir gena S. Hal ini mendukung ide bahwa regia P mengkode 

sintesa DNA polymerase yang mempunyai aktifitas reverse 

transcriptase (Toh et al., 1983 cit . Tiollais, et a.l . ,1988). 

2e. Regia X 

Regia X dapat mengkode polipeptida dengan panjang 145-

154 as am amino, tergantung subtipe; antibodi terhadap pol i­

peptida ini sering dijumpai pada berbagai penderita penyakit 
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hati ( Levrero et al., 1988; Moriarty et al., 1988). Fungsi 

produk gena X belum jelas; diduga berperan dalam fungsi 

transaktifasi translasi ( Wollersheim & Hofschneider, 1988; 

Mayumi, 1990; Seto et al., 1990; Maguire et al., 1991). 

3. Heterogenitas Viral : 

Menarik untuk diketahui bahwa pasangan asam amino yang _ 

berhubungan dengan subtipe -baik determinan d/y maupun w/r­

didapatkan juga pada regio lain; sehingga besar kemungkinan 

subtipe HBsAg berhubungan juga dengan subtipe HBcAg/HBeAg. 

Variasi susunan asam amino yang didapatkan pada protein S 

juga didapatkan pada protein VHB yang lain. Ada yang variasi­

nya besar seperti pacta protein pre-S dan ada juga yang varia­

sinya kecil seperti pada HBcAg (Tiollais et al., 1984; Neu­

rath et al., 1986b). Pada satu subtipe, antigenisitasnya juga 

bervariasi (Courouce et al., 1984). Misal antigenisitas sub­

tipe ayw3 pada pengidap VHB orang kulit putih di Amerika 

Serikat berbeda dengan orang-orang aborigin; demikian pula 

antara orang-orang Afrika dan Timur Jauh dengan orang Amerika 

dan Australia. Pada subtipe ayw2, ayw3 dan subtipe adw2, 

ternyata didapatkan pula perbedaan antigenisitas berdasarkan 

asal geografik. 

Okamoto et al. (1988) dan Estacio et al. (1988) mengada­

kan penelitian genome VHB dari berbagai subtipe yang berasal 

dari beberapa negara. Hasil penelitiannya menunjukkan adanya 

perbedaan susunan nukleotida genome VHB dari subtipe yang 

sama, tetapi berasal dari daerah (negara) yang berbeda. Su­

sunan nukleotida genome VHB subtipe adw yang berasal dari 
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Amerika Serikat berbeda sampai lebih dari 8% dengan subtipe 

yang sama yang berasal dari Asia (Jepang dan Indonesia). 

Ternyata perbedaan tersebut terutama disebabkan oleh perbeda­

an dalam region pre-S (12,4%) lebih dari pada perbedaan dalam 

region S yang hanya 8,9%. Besarnya perbedaan susunan nukleo­

tida genome VHB dari subtipe yang sama yang berasal dari 

daerah yang berbeda ini hampir sama dengan besarnya perbedaan 

susunan nukleotida antar subtipe HBsAg. 

4. DNA Virus Dalam Hepatosit 

Didalam hati, DNA virus dapat berada baik dalam keadaan 

bebas maupun dalam bentuk terintegrasi dalam genome hepato-

sit. DNA bebas dan bentuk terintegrasi biasanya tidak terda-

pat bersamaan di dalam satu penderita. Kalau pun kedua ben-

tuk tersebut terdapat di dalam satu penderita , masing-masing 

terdapat dalam sel hepatosit yang berbeda (Tiollais et al., 

1984). 

Rangkaian DNA virus yang terintegrasi kedalam genome 

hepatosit dapat dijumpai pada penderita hepatitis kronik -

deng a n maupun tanpa sirosis- penderi ta hepatoma dan juga· 

p ada beberapa penderita hepatitis akut. Sebagian besar DNA 

VHB y ang terintegrasi terdapat pada pengidap dengan HBsAg-

posi tif dengan HBeAg-negati f; namun demikian dijumpai juga 

pada beberapa kasus dengan ' HBsAg-negatif (Tiollais et al., 

1984) 

Untuk ekspresi gena C dan gena P diperlukan adanya re­

plikasi virus, hanya gena S yang dapat diekspresikan dari 

rangkaian DNA yang terihtegrasi. Perbedaan ekspresi ini mem-
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beri petunjuk bahwa mekanisme pengaturan gene S berbeda de­

ngan gena yang lain. Integrasi kedalam genome hepatosit dapat 

berupa fragmen rnaupun rangkaian DNA VHB utuh dengan beberapa 

fragmen tarnbahan; Masih belum jelas apakah integrasi terjadi 

hanya pada satu tempat tertentu dari genome host atau pada 

beberapa tempat yang berbeda. Bukti-bukti yang ada menunjuk­

kan bahwa tempat integrasi DNA VHB terjadi secara acak, tidak 

mempunyai lokasi tertentu pada genome hepatosit (Tiollais, et 

al., 1984). Menurut Robinson (1985), pada satu individu 

pengidap nampaknya integrasi DNA VHB kedalarn genome hepato-

sit terjadi pada satu tempat tertentu. 

Bukti yang menunjukkan bahwa DNA VHB mungkin berintegra-

si kedalam genome sel penderita hepatoma diperoleh dari 

kloning molekuler rangkaian genome penderi ta terse but. Pada 

seorang penderita hepatoma dini ditemukan DNA bebas baik pada 

jaringan tumor maupun jaringan non-tumor, sedang DNA VHB yang 

terintegrasi kedalam genome host hanya terdapat pada jaringan 

tumor saja. Tetapi pada penderita hepatoma yang sudah lanjut 

tidak ditemukan DNA VHB bebas baik pada sel tumor maupun sel 

non-tumor; seluruhnya terdapat dalam bentuk terintegrasi. 

Pada penderita tersebut, panjang rangkaian DNA VHB yang ter­

integrasi sangat bervariasi dan praktis tidak dalam rangkaian 

asli (Rutter et al., 1984). Bisa hampir utuh seluruh rangkai­

an DNA VHB terintegrasi maupun hanya berupa fragmen-fragmen 

dan sering kali sudah mengalami penghilangan serta penyusunan 

kembali rangkaian genome virus (Tiollais et al., 1984; Robin­

son, 1985; Hino et al., 1989). Penelitian lain menunjukkan 

adanya DNA VHB yang terintegrasi di dalam hepatosit non-tumor 
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penderita hepatoma. Adanya DNA yang terintegrasi dalam sel 

non-tumor pada penderita hepatoma memberi petunjuk bahwa 

proses integrasi mendahului terjadinya keganasan (Zuckerman 

and Harrison, 1987). 

5. Replikasi Virus 

Replikasi menunjuk pada proses dimana virus menginfeksi 

sel yang rentan, mereproduksi bahan-bahan genome dan protein 

virus. kemudian merakit progeny virus yang infeksius serta 

mengeluarkannya dari sel. Penelitian menunjukan bahwa genome 

Duck hepatitis virus melakukan replikasi melalui suatu inter­

mediate RNA; model tersebut sekarang diterima oleh para ahli 

sebagai cara replikasi untuk seluruh famili hepadna virus 

( Sununers & Mason. 1982) . 

Dalam proses sintesa protein virus, sintesa HBcAg terja­

di mendahului sintesa HBsAg, untuk kemudia membungkus RNA (+ ) 

membentuk pregenome virus. Selanj utnya terjadi sintesa DNA 

virus dan pematangan nukleokapsid. Sementara itu terjadi 

sintesa HBsAg didalam membran dan sisterna retikulum endo­

plasmik , untuk kemudian menyelubungi partikel core membentuk 

virion utuh. Sintesa HBsAg biasanya terjadi berlebihan. se­

hingga terdapat sejumlah besar partikel HBsAg tanpa core. 

Virion dan partikel HBsAg (bulat dan tubuler) intrasisternal 

kemudian dikeluarkan dari hepatosit dengan jalan budding 

(Gudat & EianchL 1977 dan Kamimura et al ., 1981; cit. Gerber 

& Thung, 1985; Summers, 1984, 1988; Watson e t al, , 1987). 

Mekanisme replikasi VHB terlihat pada Gambar 5. 
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Gambar 5. Model Replikasi Hepadnavirus 

(Sumber : Wu et al., 1991) 

!(eterangan : 

Waktu ter.:iadi infeksi!l VHB masuk kedalam sel hati tanpa 

selLtbung HBsAg; n uk leok apsid kemudian masuk kedalam nukleus 

didahului oleh lepasny a pembungk us DNA. Selama proses itu di 

dalam nuk leus hepatosi t!l DNA v irus a k an diubah dari rela.."'l{ed 
circular DNA ( RC DN.4 ) men.:iadi bentuk covalently closed circu­
lar DNA ( CCC Dt-.!.4 ) . Peru bahan dari F\'C DN 4 men_iadi CCC DNA 

diduga mengguna J.: a n enzim-enzim seluler" tetapi bagaimana 

mekanismen.Ya sampai sekarang belum diketahui. CCC DNA kemu­

dian berlak u sebagai cetakan untuk transkrip utama mRN4 '-'' irus 

( RNA 2,.1 kbase_. RNA 2_.5 kbase d an RN4 .3_.5 k base) termasuk 

tran skrip pregen o me virus. Di dalam sitoplasma!l pregenome 

v·irLts sel2n.}L1tn _>···a. dibLcng ~: LtS keda.lam core dan diLtbah men.Jadi 

DNA ( -) oleh enzim rev erse transkriptase; sintesa DNA{+) ter-

_iadi dengan menggunak an DNA(- ) sebagai cetakan. Selan.:iutnya 

rwkleokapsid .Yang telah terbentuk bisa kembali lagi masuk 

A·edalam nukleus Ltntuk melipat gandakan Jumlah CCC DNA. (.:ialur 

1} !I a tau disekresi sebagai partikel virus masak (virion). 

:::.ecara teoritis v irion y ang tela.h d.i.sekresi tersebut dapat 

Juga berpartisipasi dalam melipat gandakan CCC DNA. (.:ialur 2) .. 

tetapi pad Ltmumnya para ahli berpendapat bahwa _ialur 2 tidak 

diperlukan Lmtuk pelipat gandaan CCC DN.4. 
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C. Petanda Infeksi Virus hepatitis B 

Bila individu terinfeksi VHB, tanda-tanda infeksi dapat 

diketahui melalui pemeriksaan serologik baik pemeriksaan 

terhadap antigen virus maupun terhadap respon imun host 

(Tabel 1). Petanda serologik dari bagian core virion menun­

jukkan berlangsungnya replikasi v irus; dengan demikian hepa­

titis B e antigen (HBeAg) berkorelasi dengan berlangsungnya 

replikasi v irus (Mi y akawa & Mayumi, 1985; Sherlock, 1987). 

HBeAg muncul selama serangan a kut, kemudian menghilang bila 

penderi ta mengalami penyembuhan. HBeAg tetap bertahan pada 

ind i v idu y ang menderi ta penyaki t k r onik. Anti bodi terhadap 

HBeAg ( anti-HBe), merupakan parameter kurang aktifnya virus 

dan petanda relatif rendahny a infektifitas (Miyakawa & Mayu­

mi, 1985 ) . 

Hepat itis B core ant i ge n ( HBcAg) tidak dapat dideteksi 

dalam darah, berbeda dengan ant i b odinya {anti-HBc). Anti-HBc 

IgM titer tinggi dalam serum menun j ukkan adanya infeksi akut 

dan infektifitas tinggi ( CDC At lant a , 19 8 9 ) . I gM ant i-HBc 

juga berguna untu k menentukan a pakah hepatitis t e rsebut kare­

na VHB atau karena superinfeksi oleh v irus lain; pada 5%-6% 

kasus hepatitis B fulminan, IgM a nti-HBc merupaka n sat u-satu­

nya petanda adanya in f e k s i VHB (Sherlock, 1987). Persistennya 

IgM anti-HBC dalam serum menunjukkan berlangsungnya penyakit 

menuju kronik. Sebal iknya titer rendah IgG anti-HBc dalarn 

serum disertai dengan antibodi terhadap HBsAg (anti-HBs) 

rnenandai infeksi yang telah sembuh; tetapi titer tinggi IgG 
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anti-HBc dalam serum tanpa anti-HBs, menunjukkan tetap 

berlangsungnya replikasi virus. Petunjuk yang paling sensitif 

dari replikasi virus adalah adanya DNA VHB dalam serum 

(Sherlock & Thomas, 1983). 

Tabel 1. Petanda Serologik Infeksi Virus Hepatitis B 

-------------------------------- ------------------------------------------------------------------------------------------
Pet and a 

HBsAg 

IgM anti-HBc 

IgG anti -HBc 

Anti -HBs 

HBeAg 

Anti -HB e 

Pre-S 

anti pre-S 

DNA VHB 

Makna 

Pengidap akut atau kronik 

Hepatitis B akut (titer tinggi) 

Hepatitis B kronik (titer rendah) 

Pernah terpapar hepatitis B (HBsAg negatif) 

Hepatitis B kronik (HBsAg positif) 

Imun terhadap hepatitis B 

Salah satu petanda replikasi v irus, 

Infeksi akut (IgM anti-HBc titer tinggi), 

Infeksi kronik (IgG anti-HBc titer tinggi) 

Masa k onvalesens (HBsAg negatif), atau 

Infeksi kronik (HBsAg positif) 

Infeksi akut atau infeksi kronik replikatif 

Hepatitis akut menjurus sembuh (HBsAg+), 

Imun terhadap hepatitis B (HBsAg-). 

Infeksi akut atau infeksi kronik replikatif 

============================================================= 

Cara pemeriksaan peptida HBsAg. 

Ada beberapa cara untuk memeriksa ketiga macam protein 

yang menyusun HBsAg (Okamoto et al., 1985; Neurath et al., 

1987b; Budkowska et al., 1987) ya itu: 
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a. Elektroforesis . Gel: 

Cara ini mendasarkan diri pada berat molekul ketiga macam 

peptida yang menyusun selubung VHB. Mula-mula dilakukan 

pemecahan HBsAg dengan menginkubasikan HBsAg dalam bufer 

Tris-HCl yang mengandung Sodium Dodecyl Sulfate (SDS) dan 2 

mercaptoethanol. Kemudian bersama-sama standar berat mole­

kul dilakukan elektroforesis dalam gradient polyacrylamide 

gel; setelah itu dicat dengan coomassie brilliant blue. 

Dengan cara ini akan terlihat 3 kelompok protein yang ber­

beda BM nya yaitu : 

S protein 

pre-S2 protein 

pre-Sl protein 

24 - 27 K 

33 - 36 K 

39 - 42 K 

b. ELISA, RIA dan hemagglutinasi pasif: 

Disini digunakan antibodi monoklonal/poliklonal terhadap 

HBsAg dan terhadap peptida sintetik yang analog dengan 

antigen pre-S. Pemeriksaan dengan metoda Elisa atau RIA 

biasanya lebih sensitif dibanding SDS PAGE (Gerken et al., 

1987) 

D. Epidemiologi Infeksi Virus Hepatitis B 

Selain menyebabkan Hepatitis virus akut, infeksi Virus 

hepatitis B diketahui dapat menyebabkan akibat ikutan penya­

ki t hati kronik seperti hepatitis kronik, sirosis hati dan 

Hepatoma. Di seluruh dunia diduga terdapat lebih dari 300 

juta pengidap virus hepatitis B, dengan sekitar 250.000 kasus 
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baru hepatoma per tahun dan sekitar 40% dari penderita sire­

sis hati (dengan HBsAg positif) meninggal karena hepatocellu­

lar carcinoma (Anderson & Murray-Lyon, 1985; Purcell, 1985; 

Zuckerman and Harrison, 1987; WHO, 1988). 

Di Indonesia prevalensi infeksi Virus Hepatitis B 

seperti halnya negara-negara berkembang pada umumnya - ada­

lah termasuk sedang atau tinggi (Soewignjo & Mulyanto, 1984). 

Dari banyak laporan, frekuensi HBs antigenemia ( RPHA) pada 

kelompok individu dewasa sehat berkisar antara 3-17%, dengan 

exposure rate dapat mencapai seki tar 80%. Ini berarti pada 

beberapa tempat ada sekitar 80% dari penduduk yang telah 

pernah terinfeksi virus hepatitis B. Pada kelompok umur 1-10 

tahun, exposure rate terhadap infeksi virus hepatitis B ber­

kisar antara 14 % - 42 % (Mulyanto dkk, 1983; Soewignjo dkk, 

1983, 1984; Soewignjo & Mulyanto, 1984; Mulyanto, 1985). 

Peranan infeksi Virus hepatitis B terhadap terjadinya 

penyakit hati kronik tercermin dari banyaknya jumlah pende­

ri ta dan tingginya HBs antigenemia pada penderi ta-penderi ta 

tersebut. Para peneliti melaporkan, sekitar 50% dari pende­

rita penyakit hati kronik adalah disebabkan oleh infeksi 

virus hepatitis B dan dari seluruh penderita yang dirawat di 

Bagian Penyakit Dalarn pada beberapa Rumah Sakit di Indonesia 

3,5% adalah penderita sirosis hati dengan angka kematian rnen­

capai 30,5% (Soewignjo dkk, 1981; Kusumobroto, 1983; 

Soewignjo & Mulyanto, 1984; ). 
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1. Prevalensi subtipe HBsAg 

Di dunia terdapat variasi geografik dari frekuensi ber­

bagai subtipe HBsAg dan variasi ini lebih banyak berhubungan 

dengan daerah tempat asal individu dari pada daerah tempat 

tinggal individu , sehingga dapat membantu menelusuri migrasi 

penduduk pengidap VHB dirnasa lampau (Mazzur et al., 1974; 

Courouce-Pauty et al, 1983). Subtipe adw, ayw dan adr terda­

pat luas di berbagai bagian dunia; sedang subtipe ayr sangat 

jarang didapatkan. Dilaporkan subtipe ayr sering didapatkan 

di daerah Oceania. Subtipe ayw tersebar luas mulai dari Afri­

ka Utara , Tengah dan Afrika Barat melalui Mediterania sampai 

ke jazirah India. Di Afrika Timur, Eropa Utara, Amerika, Asia 

bagian Selatan dan Australia subtipe yang dominan adalah adw. 

Subtipe adr meluas dari Asia Timur Laut sampai Asia bagian 

Selatan. Nepal merupakan batas ant.ara daerah adw dan ayw. 

Untuk Asia daerah subtipe adw terutama terdapat di Asia 

bagian selatan seperti Okinawa, Taiwan Filipina , Indonesia, 

China Sel atan, India Barat-daya (WHO, 1977; Courouce-Pauty et 

al, 1983; Nishioka, 1984). Subtipe H~sAg di Jepang menunjuk­

an distribusi geografik yang berbeda dari utara ke selatan. 

Subtipe adr dominan terutama di Jepang bag ian selatan, dan 

cenderung makin jarang ke arah utara, sebaliknya subtipe adw 

makin ke utara cenderung makin dominan (Yamashita et al., 

1975). Tachibana (1989) melaporkan subtipe adr (79,6%), adw 

(17,6%), ayw ( 0,4%) dan subtipe ayr (0,9%) dari 5082 pengi-

dap HBsAg asimtomatik di Jepang. Pada penderita hepatitis B 

akut, perbandingannya justru terbalik; subtipe adw justru 

lebih dominan dibanding subtipe adr (Mayumi, komunikasi pri-
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badi). Laporan tentang distribusi subtipe HBsAg di Indonesia 

dapat dilihat pada Tabel 2. Seperti tampak pada Tabel 2, di 

Indonesia subtipe adw dominan di Jawa, Kalimantan, Lombok dan 

Sumbawa, subtipe ayw dominan di Flores dan Maluku, sedang 

subtipe adr dominan di Sumatera Barat dan Irian Jaya. 

Tabel 2. Distribusi Subtipe Utama HBsAg di Indonesia 

============================================================ 
Subtipe HBsAg (%) 

Pulau/ Penulis Jumlah ---------------------
Kota sampel adw adr ayw 

------------------------------------------------------------
Sumatera, Sulaiman dkk. 12 25.0 58.3 16.7 

Padang (1981) 

Kalimantan, Sulaiman dkk. 11 90.9 9.1 0 

Pontianak (1981) 

Jaw a Mul yanto et al 961 74 . 7 17.0 4.6 

(1990) 

Jakarta 865 75.6 19.1 4 .5 

Surabaya 96 86 . 5 3.1 8.3 

Surabaya Mulyanto 372 88,2 4,5 7,3 

(1987) 

Lombok, Mulyanto et al 199 79.3 10.1 10.1 

Mataram (1990) 

Sumbawa Mul yanto dkk. 11 45, 4 36,4 18,2 

Sbv-,-Besar (19 83) 

Flore s Hartono d kk. 37 8. 1 0 91.9 

Bajawa ( 1990) 

Sumba Hul yanto dkk. 49 8,2 12,2 79,6 

Waingapu (1991) 

Timor Mul yanto dkk. 27 7,4 29,6 63,0 

Kupang (1991) 

Ambon Sanjay a dkk. 10 30.0 10.0 60.0 

(1990) 

Irian Mul yanto et al 80 13.8 85.0 1.2 

(1990) 

============================================================ 
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Pemeriksaan subtipe HBsAg bisa dilakukan dengan cara 

counter-electrophoresis, rheophoresis, RIA dan Elisa (Holland 

et al., 1972; Hoofnagle et al., 1984). Menurut Ben-Porath & 

Wands (1984) dengan pemeriksaan subtipe HBsAg menggunakan 

antibodi monoklonal dapat diketahui adanya perbedaan konsen­

trasi epi tope HBsAg. Hasil peneli tiannya menunjukkan bahwa 

selain terdapat beberapa determinan antigenik pada epi tope 

a, terdapat juga perbedaan densitas dan kualitas beberapa 

epitope pada HBsAg dari berbagai subtipe. Hal ini memberi 

petunjuk bahwa partikel HBsAg lebih beragam dari apa yang 

selama ini diduga. 

2. Frekuensi HBeAg 

Frekuensi HBeAg sangat bervariasi antara satu daerah 

dengan daerah lainnya. Di Indonesia frekuensi HBeAg pada 

pengidap-HBsAg adalah sekitar 40%-60% (Soewignjo dan Mulyan­

to, 1984). Frekuensi HBeAg antar negara juga sangat bervari­

asi: di Amerika Serikat (7,4%); Perancis (10,6%); Belgia 

(23%); Jepang (14%) (Tachibana et al., 1977 Nath et al., 

1978; Couroce-Pauty & Plancon, 1978). Menurut Szmuness et al. 

(1981) terdapat beberapa faktor yang berpengaruh terhadap 

besarnya variasi frekuensi HBeAg didalam populasi yang ber­

beda . Faktor-faktor tersebut mungkin route infeksi, besarnya 

dosis infeksi, predisposisi genetik, kemampuan imunologik, 

intensitas dan frekuensi terpapar v irus serta lamanya mengi­

dap VHB. Szmuness mengatakan bahwa faktor yang paling berpe­

ngaruh adalah lamanya mengidap virus VHB. Tsukuma et al. 

(1987) mendapatkan bahwa frekuensi HBeAg di Jepang makin 
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menurun dari tahun ke tahun, sejak tahun 1977 sampai tahun 

1984. Penurunan tersebut diduga karena naiknya kemampuan 

imunologik akibat perbaikan gizi penduduk sesudah Perang 

Dunia II (Nishioka, 1985). 

HBeAg merupakan parameter dari replikasi virus, karena 

itu prevalensinya dipengaruhi oleh konsentrasi HBsAg. Pada 

konsentrasi HBsAg tinggi (2 mg/cc atau lebih) didapatkan 

prevalensi HBeAg sebesar 80%; sedang pada konsentrasi HBsAg 

antara 0,05-1,5 mg/cc, lebih sering didapatkan anti-HBe 

( Vranckx e t a 1 . , 1980) . Menurut Miyakawa & Hayumi ( 1985) sta­

tus HBeAg pada pengidap kronik VHB dipengaruhi oleh banyak 

faktor termasuk status imunologik, etnik , sosioekono111ik/gizi, 

jenis kelamin dan umur host. 

E. Mekanisme Terjadinya Kerusakan Sel Hati 

Menurut Dudley et al . (1972 ) nekrosis sel hati merupakan 

akibat respon imun host terhadap sel hati yang terinfeksi 

VHB . Respon host ini terutama dikontrol oleh sel limfosit T, 

dan variasi fungsi sel T ini yang akan menentukan perjalanan 

klinik infeksi. Hal ini disokong oleh sejumlah laporan 

a. Pasien-pasien dengan sistem imun seluler jelek yang 

terinfeksi VHB cenderung akan mendapat hepatitis subklinik 

dan infeksinya persisten. !'1isalnya pad a pasien 

hemodialisis, penderita lepra tipe L, beberapa penderita 

lekemia dan limfoma serta penderita Down~s symdrom. 
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b. Pemberian obat-obat imunosupresif pada fase akut penyakit 

cenderung menyebabkan terjadinya hepatitis B persisten. 

Sebaliknya bila obat-obat imunosupresif pada penderita 

pengidap HBsAg dihentikan, seperti pada penderita 

keganasan, maka akan terjadi nekrosis sel hati yang masif. 

Hal ini mungkin disebabkan oleh kembalinya kompetensi 

sistem imun. 

c. Hal yang sama terlihat pada penderita hepatitis kronik B, 

dimana akan terjadi kenaikan sementara tramsaminase serum 

setelah penghentian terapi imunosupresif (Dudle y et al., 

1972; Klingenstein & Dienstag, 1985). 

Walaupun banyak observasi klinik dan penelitian inv itro 

yang mendukung hipotesis terse but, tetapi peran imunologik 

langsung dalam patog e nesis penya kit hati akibat infeksi VHB 

belum pernah terbukti. Penelitian-penelitian invitro tentang 

mekanisme imunologik hepatitis B menunjukkan hasil y ang tidak 

seragam, meskipun dikerjakan dengan metoda yang sama. Lagi 

pula tidak ada model penelitian y ang dilakukan dapat mencer­

minkan kondisi inviv o yang cukup terpercaya. Observasi klinik 

selama ini mendukung teori tentang dasar imunologik untuk 

terjadinya kerusakan sel hati; meskipun terdapat juga obser­

vasi klinik yang bertentangan y ang mengingatkan kemungkinan 

peran sitopatik virus langsung yaitu virion replikatif (Dien­

stag, 1984; Thomas et al., 1984). 

Hasil-hasil penelitian imunologik selama ini telah 

diinterpretasikan sebagai mendukung teori bahwa kerusakan sel 

hati terjadi akibat faktor imunologik; tetapi hasil-hasil 

penelitian tersebut tidak memberi keterangan yang mudah dan 
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seragam tentang terjadinya kerusakan sel hati pada semua 

pasien yang diteliti (Eddleston and Dixon, 1990) . Hasil 

penelitian tersebut juga tidak rnemberikan keterangan 

perbedaan irnunologik diantara berbagai katagori penderita 

hepatitis B untuk dapat menerangkan perbedaan antara rnereka 

yang dapat rnengakhiri infeksi dan mereka yang tetap 

terinfeksi dan rnenjadi kronik. Juga tidak dapat menerangkan 

perbedaan antara mereka yang terus rnengalarni kerusakan sel 

dan rnereka yang tanpa kerusakan sel, pada penderita hepatitis 

kronik (Dienstag, 1984) . 

Yang sampai sekarang bany ak dianut adalah hipotesis yang 

diajukan oleh Dudley et al. (1972); yang menya takan bahwa 

kerusakan sel hati yang terjadi adalah akibat respon irnunolo ­

gik tubuh terhadap sel hati yang terinfeksi VHB. Manifestasi 

klinik yang terjadi sangat tergantung pada reaksi imunologik 

tersebut, terutarna imunitas seluler. Pada hepatitis kronik, 

yang menjadi antigen sasaran adalah HBcAg dan rnungkin juga 

HBeAg yang rnenernpel pada permukaan membran sel hati. Sel T 

sitolitik dan HLA klas 1 host mernegang peran utarna untuk 

ter jadinya lisis sel hati (Thomas et al., 1984). Perbedaan 

dalam hasil sitolitik tersebut mungkin dipengaruhi oleh fak­

tor rnodulatori seperti kornpetisi antara sel T sitolitik dan 

anti-HBc dalarn sirkulasi, dipengaruhi oleh imunoregulatori 

serum (rosette inhibitory factor, RIF dan serum inhibitory 

factor, SIF) dan rnolekul irnunoregulatori yang berasal dari 

hati (seperti liver extract, LEx dan liver derived inhibitory 

protein, LIP) serta pengaruh irnunoregulatori sel T; 1 ihat 

Garnbar 6. 
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Gambar 6. Imunopatogenesis kerusakan sel hati 

(Sumber : Dienstag, 1984) 

Untuk dapat mengenali HBcAg pada membran sel hati, sel T 

harus melihat ant igen tersebut dalam hubungan fisik dengan 

glikoprotein HLA klas 1 (HLA-A, -B, -C ) . Glikoprotein ini 

sangat jarang muncul pada permukaan membran sel hati diban-

ding pada saluran empedu, sel Kupffer dan sel endotel. Selama 

fase HBeAg positif dari hepatit is B kronik, penampakan HLA 

klas 1 tersebut tidak berubah; tetapi pada fase anti-HBe yang 

telah berhasil mengeleminir hepatosi t yang mengandung virus 

replikatif, densitas protein HLA klas 1 tersebut naik secara 

nyata. Jika perubahan ini mendahului serokonversi HBeAg dan 
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jika hal ini terjadi pada sel yang mengandung virus replika­

tif, maka hal ini mungkin merupakan faktor yang mengakibatkan 

lebih efisiennya lisis hepatosit yang terinfeksi (Thomas et 

al., 1984). Perubahan densitas HLA klas 1 ini mungkin sangat 

penting bagi penderita-penderita dengan fenotipe HLA yang 

kurang berhubungan dengan antigen VHB. Observasi belakangan 

ini yang menunjukkan bahwa interferon dapat menaikkan penam­

pakan HLA klas 1 dan pada beberapa pasien mangakibatkan hi­

langnya hepatosit yang terinfeksi, memberi petunjuk bahwa 

perubahan penampakan protein HLA mungkin merupakan faktor 

penting dalam 

terinfeksi. 

eliminasi secara imunologik hepatosi t yang 

F. Perjalanan Penyakit 

Penularan hepatitis B terjadi terutama karena terpapar 

oleh darah yang terkontaminasi v irus. Setelah masa inkubasi 

yang panjang (6 minggu - 6 bulan), 

manifestasi klinik dapat terjadi 

fulminan <1% ), hepatitis akut 

salah satu dari beberapa 

(diagram 1) hepatitis 

20% ) , atau hepatitis 

subklinik yang tidak nampak 80% ). Dari seluruh penderita 

yang infeksinya terjadi pada usia dewasa, kira-kira 10% akan 

menjadi pengidap kronik. Sebaliknya, 85%-95% bayi ya ng 

mendapat penularan vertikal dari ibu pengidap VHB akan 

menjadi pengidap kronik (Vyas & Blum, 1984; Ferrari, 1987). 

Sekitar 33% pengidap VHB kronik merupakan pengidap sehat dan 

mempunyai ~arapan hidup yang normal. Sebaliknya sekitar 67% 
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pengidap VHB kronik akan berkembang menjadi hepatitis kronik 

dengan berbagai tingkat kerusakkan sel hati. Bentuk kelainan 

yang paling berat yai tu hepatitis kronik aktif berpeluang 

besar untuk menjadi sirosis hati dan setelah 30-40 th bisa 

berkembang menjadi kanker hati (Ferrari, 1987). Menurut 

Beasley (1981), pengidap VHB mempunyai resiko untuk mendapat 

kanker hati 223 kali lebih besar dari pada populasi normal. 

~~ Akut J . 

I Ikterik I I Non ;kterik I 

lsembu}l I Lminan I I HepatLs kron~ IPengidap 

L 
I HBeAg posi tif I 

I Reaktivasi I/ l 
~~HBeAg negatifl 

! 
Sircsis .h:1ti 

( inaktif) 

l 
I Kanker hati 

Diagram 1. Perjalanan alamiah infeksi VHB 

(Sumber : Sherlock, 1987} 
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1. Subtipe HBsAg dan Perjalanan Penyakit 

Penelitian yang telah dilakukan di Amerika menunjukkan 

bahwa subtipe HBsAg berpengaruh terhadap perjalanan penyakit. 

Hasil penelitian Holland et al. (1972) pada donor darah, 

penderita hepatitis akut dan hepatitis kronik menunjukkan 

bahwa subtipe ad dan ay menyebabkan hepatitis akut dengan 

frekuensi yang tidak berbeda; tetapi subtipe ad cenderung 

lebih banyak men yebabkan infeksi yang mengakibatkan antigene­

mia yang persisten atau mengakibatkan hepatitis kronik. Pene-

1 i tian lain menunjukkan bahwa subtipe berpengaruh terhadap 

lamanya waktu inkubasi; hepatitis B akut subtipe adw masa 

inkubasinya lebih pendek dari pada subtipe ayw. Individu yang 

terinfeksi VHB dari subtipe adw cenderung lebih banyak yang 

menjadi kronik dari pada yang terinfeksi dengan subtipe ayw. 

Demikian juga gejala penyakit yang lain -seperti lamanya 

.gejala klinik, tingginya puncak nilai bilirubin, lamanya 

hiperbilirubinemia, lamanya hepatitis B surface antigenemia­

pada infeksi dengan subtipe adw lebih hebat/lama dari pada 

infeksi dengan subtipe ayw; ~a laupun perbedaan tersebut tidak 

bermakna secara statistik (Gerety et al., 1975) . Rioche 

(1986) meneliti perbedaan subtipe antara pengidap HBsAg asim­

tomatik dan penderita penyakit hati (hepatitis akut dan hepa­

titis kronik) di Maroko . Pada pengidap a sirntornatik, prevalen­

si subtipe adr lebih tinggi dibanding subtipe ayr, tetapi 

pada penderita penyakit hati subtipe ayr lebih tinggi diban­

ding subtipe adr. Hasil penelitian ini sesuai dengan peneli ­

tian lain yai tu subtipe ad lebih sering berhubungan dengan 

penyaki t hati kronik dan subtipe ay cenderung lebih berhu-
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I~ 

bung an dengan infeksi semen tara. Di Ethiopia, Gebreselassie 

( 1986) mendapatkan hal yang serupa; prevalensi subtipe ay 

pada d~nor darah hanya 11% tetapi pada hepatitis akut preva­

lensinya jauh lebih tinggi yaitu 43%. 

2. HBeAg dan Perjalan Penyakit 

Pengaruh subtipe terhadap prevalensi HBeAg pada pengidap 

HBsAg asimptomatik sangat bervariasi. Vranckx et al. (1980) 

melaporkan bahwa subtipe tidak berpengaruh terhadap prevalen­

si HBeAg di Belgia, didaerah dengan distribusi subtipe ad 

dan ay masing-masing 68% dan 32%. Di Jepang subtipe HBsAg 

yang menonjol pada pengidap HBsAg sehat a.dalah subtipe adr. 

Distribusi subtipe HBsAg pada pengidap sehat adalah 80% adr 

dan 18% adw, tetapi pada penderita hepatitis B akut perban­

dingannya terbalik. Pada hepatitis akut subtipe adw lebih 

dominan dibanding subtipe adr (Tachibana et al., 1989; Mayu­

mi, komunikasi pribadi). Subtipe HBsAg yang dominan ( adr) 

ternyata mempunyai prevalensi HBeAg yang lebih tinggi diban­

ding subtipe adw yang kurang dominan (Mayumi, komunikasi 

pribadi). Mulyanto et al (1990) melaporkan bahwa subtiPe 

HBsAg berpengaruh terhadap prevalensi HBeAg pada pengidap 

HBsAg di DTD PMI DKI Jakarta, DTD PMI Surabaya dan Mataram. 

Dilaporkan bahwa prevalensi HBeAg pada serum-serum pengidap-

HBsAg subtipe adw lebih tinggi dibanding 

subtipe ayw. 
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3. Antigen pre-S dan Subtipe HBsAg: 

Petit et al. (1991) mengadakan penelitian untuk mengeta-

I. 
hui kemungkinan perbedaan fungsi akibat perbedaan struktur 

dan antigenisitas HBsAg. Penelitiannya dilakukan dengan mem-

bandingkan perlekatan VHB pada sel hepatoma manusia (sel 

HepG2), dengan cara pemeriksaan invi tro cell-binding assay. 

Hasil penel i tiannya menunjukkan bahwa struktur HBsAg dengan 

banyak epitope pre-Sl merupakan faktor utama untuk efektifnya 

perlekatan pada sel HepG2. Selain i tu terdapat bukti bahwa 

ekspresi regia pre-S1 dan pre-S2 (yang dipengaruhi subtipe 

HBsAg d/y) dapat mempengaruhi perlekatan virus. Mulyanto 

( 1989) melaporkan bahwa subtipe berpengaruh terhadap titer 

relatif antigen pre-S2 pada donor darah pengidap HBsAg di DTD 

PMI DKI Jakarta. Dilaporkan bahwa titer relatif antigen pre-

S2 pada subtipe adr lebih tinggi dibanding subtipe adw. 

4. Antigen pre-S pada berbagai pengidap HBsAg 

Adanya antigen pre-S dalam darah berbagai macam pengidap 

VHB sangat bervariasi. Secara umum adanya antigen pre-S dalam 

darah berhubungan erat dengan replikasi virus (Budkowska et 

al., 1986b; The i lmann et al., 1986; Hadzi yannis et al., 1987; 

Kurai et al., 19 87 & 1988; Ibara et al. 1 1987 & 1989). Anti-

gen pre-S2 merupakan petanda yang bisa memberi petunjuk prog-

nasa penyakit serta beratnya aktivitas inflamasi; dan elimi-

nasi imunologik antigen pre-S2 merupakan petanda menyurutnya 

penyakit (Budkowska et al., 1987b). 
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Pada penderita hepatitis B akut, antigen pre-S biasanya 

ditemukan dalam serum pada fase awal infeksi, ditandai dengan 

positifnya HBeAg, DNA VHB dan titer HBsAg serta aktifitas 

pengikatan polymerized human albumin receptor yang tinggi. 

Pada penderita yang sembuh tanpa komplikasi, hilangnya anti-

gen pre-S1 dan pre-S2 mendahului turunnya titer HBsAg dan 

titer poly-HSAR (Pontisso et al., 1983; Neurath et al., 1986; 

Ferrari et al., 1987). Antigen pre-S merupakan antigen yang 

pertama kali menghilang pada penderi ta hepatitis akut yang 

menjurus sembuh; tetapi pada penderita yang menjurus kronik, 

antigen pre-S tetap bertahan dalam darah (Budkowska et al., 

1986b & 1986b; 1987; 1990; Gerken et al, 1987). 

DNAp 

waktu 

Gambar 7. Petanda infeksi VHB pada Hepatitis akut 

{Sumber : Anonim, 1988) 
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Pada hepatitis fulminan, ekspres i antigen pre-S dalam 

darah sangat bervariasi tergantung pada saat pengambilan 

darah dalam per j alanan penyaki t (Brahm et al. , 198 7) . Pad a 

penderita hepatitis B akut yang menuju sembuh, ternyata res-

pori imun yang pertama kali terdeteksi adalah respon sel T 

terhadap antigen pre-S; yang mulai muncul 30 hari sebelum 

naiknya enzim transaminase, pada waktu DNA VHB pertama kali 

muncul dalam darah. Sepuluh hari kemudian disusul oleh respon 

imun seluler dan humoral terhadap HBcAg; dan ·terakhir baru 

muncul respon imun seluler terhadap HBsAg, 10 hari sebelum 

naiknya enzim transaminase (Eddleston, 1988). 

* lgM anti-C 

waktu 

• 

Gambar 8. Petanda infeksi v.ffB pada infeksi persisten 

(Sumber : Anonim, 1988} 
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Titer antigen pre-S1 dan anti gen pre-S2 pada pengidap 

kronik berhubungan erat dengan replikasi virus (Hess et al., 

1986); tetapi hal ini masih belum ada kesepakatan pendapat. 

Hu et al. ( 1987) melaporkan bahwa titer antigen preS tidak 

erat berhubungan dengan status HBeAg, tetapi tergantung pada 

titer HBsAg. Antigen pre-S baru dapat dideteksi bila konsen­

trasi HBsAg mencapai 50 ng/cc-100 ng/cc atau lebih. Peneli­

tian Hess et al. (1987) menunjukkan bahwa pada pengidap sehat 

ekspresi protein pre-S dalam darah tidak seragam, bisa posi­

tif atau negatif; tetapi pada penderita penyakit hati kronik 

ekspresi protein pre-S dalam darah seragam, semuanya positif. 

Hal ini meny okong pendapat Hu et a1.(1987) bahwa adanya anti­

gen pre-S dalam serum tidak selalu berhubungan dengan v iremia 

ataupun dengan peny akit hati kronik. Menurut Hadziyannis et 

al. ( 198 7) semu a peng idap-HBsAg dengan protein pre-S posit if 

mempunyai penyakit hati y ang aktif. Pada penderita hepatitis 

kronik, ad a n y a antigen pre-S1 dan pre-S2 biasanya berhubungan 

deng a n petanda replikasi virus y ang lain seperti DNA VHB dan 

HBeAg (Hu e t al., 19 89). Bila antigen pre-S2 s erum penderita 

hepatitis kronik dengan anti-HBe positif diikuti s ecara seri­

al, tampak bahwa reakti v asi penya kit ( naiknya serum tra s a mi­

nase) selalu didahului den g a n naikny a antigen pre-S2 ( Kurai 

et a l. , 1 989). Petanda VHB pada infeksi persisten (carrier) 

terlihat pada gambar 8. 
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G. Imunisasi 

Sebagian besar antibodi yang digunakan dalam immunoche­

mistry diperoleh dari penyuntikan suspensi antigen pada ke­

linci. Bila diinginkan produksi antibodi dalam jumlah besar, 

imunisasi dilakukan pada domba, kambing atau kuda. Kemampuan 

suatu benda/senyawa untuk memacu produksi antibodi (imunoge­

nisitas) biasanya ditentukan oleh beberapa faktor (Nowotny, 

1979) yaitu a) Senyawa terse but harus mempunyai struktur 

khas dengan berat molekul tertentu sehingga merupakan benda 

asing bagi tuan rumah. b) Senyawa tersebut harus berada dalam 

tubuh organisme selama kurun waktu tertentu. c) Senyawa ter­

sebut harus dapat mencapai sel-sel sistem imun. 

1. Sifat-sifat Antigen. 

Walaupun fungsi primer sistem imun adalah untuk menyela­

matkan individu dari penyakit yang disebabkan oleh mikroorga­

nisme, tetapi sistem imun itu sendiri tidak dapat membedakan 

apakah organisme itu patogen atau non patogen. Sistem 

imun hanya mengenali bahwa mikroorganisme tersebut merupakan 

benda asing (bukan merupakan jaringan tubuh sendiri) dan oleh 

karena itu maka mikroorganisme tersebut antigenik. Suatu 

benda adalah antigenik, jika benda/senyawa tersebut mempunyai 

susunan atom -pada permukaannya- yang berbeda dengan bentuk 

permukaan dari semua komponen tubuh normal ( Tainer et al. , 

1984 cit. Watson et al., 1987; Roitt et al., 1989). 

Sebagai benda asing saja bukanlah satu-satunya sifat 

yang menyebabkan suatu substansi menjadi antigenik; syarat 
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utama lain adalah bahwa substansi tersebut merupakan macromo­

lecule atau tersusun atas macromolecule. Sebagian besar 

protein, beberapa polisakarida dan asam nukleat adalah anti­

genik. Molekul-molekul kecil jarang bisa menyebabkan timbul­

nya antibodi spesifik. Hal ini bukan disebabkan oleh kurang­

nya spesifitas, karena banyak molekul-molekul kecil (yang 

tidak antigenik) dapat mengubah antigenisi tas suatu molekul 

besar jika berikatan kovalen dengan molekul besar tersebut. 

Molekul-molekul kecil yang menjadi antigenik hila berikatan 

dengan protein carriers disebut hapten (Guyton, 1981; Raitt 

e t al. , 19 8 9 ) . 

Ternyata tidak seluruh permukaan sel diperlukan untuk 

menjadikan suatu macromolecule antigenik atau tidak. Sistem 

imun hanya bereaksi terhadap suatu grup atom spesifik yang 

disebut antigenic determinant atau epitope, yang terletak di 

beberapa tempat pada permukaan molekul. Pada suatu molekul 

protein, epitope bisa tersusun atas 5 - 8 asam amino; dengan 

demikian suatu molekul protein biasanya mempunyai banyak epi­

tope dan dapat memacu pembentukan berbagai macam antibodi. 

Bakteri dan virus misalnya, mempunyai banyak epi tope yang 

berbeda (Westhof et al., 1984 cit. Watson et al., 1987 ;Raitt 

et al., 1989). 

2. Imunisasi Pada Binatang Percobaan 

Jika antigen yang dipakai merupakan antigen yang sangat 

kuat, maka kelinci yang di inokulasi satu kali dengan antigen 

tersebut (dalam larutan garam fisiologis) dapat memproduksi 

antibodi yang sudah dapat diukur kadarnya dalam serum, 10 
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hari setelah inokulasi. Kadarnya mencapai maksimum pada hari 

ke 15 - 20 dan kemudian menurun terus selama beberapa minggu. 

Respon imun ini merupakan respon imun humoral primer dan 

seluruhnya merupakan antibodi IgH. Respom imun sekunder dapat 

diperoleh dengan menyuntikkan antigen yang sama, beberapa 

waktu setelah respon imun primer. Respon imun sekunder ini 

terjadi lebih cepat. Kenaikkan titer antibodi sudah dapat 

diukur pada hari ketiga dan mencapai maksimum pada hari ke 10 

setelah penyuntikkan yang kedua tersebut. Pada waktu itu 

dapat diperoleh antibodi IgM yang kadarnya hampir sama dengan 

respon primer dan juga antibodi IgG dengan kadar 3 - 10 kali 

kadar IgH. Penyuntikan selanjutnya dengan antigen yang sama 

- misalnya dengan interval tiap 2 minggu- akan menghasilkan 

kel inci hi per imun dengan titer anti bodi IgG spesi f ik yang 

naik dengan cepat, bisa mencapai 1 - 5 mg/cc (Burin, 1986). 

Bila antigen yang dipakai antigenisitasnya rendah, maka 

agar dapat dipakai untuk mendapatkan anti bodi dengan titer 

yang memadai dapat dilakukan dua cara. Pertarna, rnemperpanjang 

waktu perjumpaan antigen dengan sel sistem imun; baik dengan 

cara penyuntikkan berulang-ulang rnaupun dengan membuat depot 

antigen (dalam tubuh tuan rumah) yang dapat dilepaskan larnbat 

selama beberapa minggu. Depot antigen terse but dapat disun-

tikkan secara subcutan 1 intradermal maupun intramuscular. 

Kedua, antigenisitas dari antigen dinaikkan dengan mengguna-

kan adjuvants. Alumunium potassium sulphate adalah merupakan 

adjuvant sederhana yang digunakan untuk mempresipitasikan 

antigen yang larut, sebelum diinokulasikan. Perlakuan ini 

menyebabkan terjadinya antigen yang lepas lambat, mirip suatu 
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seri penyuntikkan yang diperpanjang; dan juga menyebabkan 

antigen lebih cepat tertangkap oleh macrophage yang terlibat 

dalam respon imun (Burin, 1986). Adjuvant yang paling sering 

dipakai adalah Freund's complete adjuvant (FCA) yang mengan­

dung minyak mineral putih seperti paraffin cair, mengandung 

emulsifier seperti mannide mono-oleate dan mengandung Myco­

bacterium tuberculose yang telah dimatikan dengan pemanasan. 

Biasanya 1 cc emulsi dari satu bagian FCA dan satu bagian 

suspensi antigen disuntikkan pada kelinci pada tiga tempat, 

masing-masing dengan volume yang sama. Misalnya, satu bagian 

emulsi disuntikkan subcutan dan dua bagian yang lain disun­

tikkan pada bagian belakang otot kaki, dalam upaya untuk 

memperbanyak jumlah kelenjar limfe yang dapat dicapai oleh 

antigen melalui saluran limfe. Antigen yang masuk ke dalam 

darah sebagai but iran emulsi akan mengaktifkan limfosi t di 

dalam limpa dan sumsum tulang. Depot antigen dalam bentuk 

emulsi cenderung lama bertahan pada tempat inokulasi dan 

kuman tuberculose yang sudah dimatikan akan memacu sel reti­

kulo endotelial ke tempat terse but. Terbentuknya granuloma 

ak ibat inokulasi ini juga akan meningkatkan keseluruhan res­

pan imun terhadap ant igen. Jika antibodi yang diperoleh akan 

digunakan untuk penelitian imunokhemik, inokulasi akhir (se­

belum pengambilan darah) biasanya menggunakan antigen dalam 

emulsi dengan Freund's incomplete adjuvant yang tidak mengan­

dung kuman tuberkulose; karena emulsi ini cenderung lebih 

memacu respon imun humoral (Burin, 1986). Anti-HBs dapat 

timbul dalam individu yang mendapat infeksi VHB atau dengan 

melakukan imunisasi menggunakan HBsAg sebagai imunogen. 
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H. Vaksin Hepatitis B 

Sampai saat ini telah beredar di pasaran dua macam vak­

sin hepatitis B, vaksin y ang berasal dari plasma yang dikenal 

juga sebagai vaksin generasi pertama dan vaksin generasi 

kedua yaitu v aksin hepatitis B hasil rekayasa genetik. Vaksin 

generasi pertama dihasilkan dari plasma pengidap HBsAg. Mela­

lui serangkaian pemurnian HBsAg akhirnya diperoleh partikel 

HBsAg murni (bentuk bulat dan tubular ) tanpa partikel Dane. 

Setelah melalui suatu proses inaktifasi, HBsAg murni tersebut 

siap dipakai sebagai imunogen. Vaksin generasi kedua dihasil­

kan melalui proses rekayasa genetik, disebut DNA-Recombinant 

vaccines. Prinsip pembuat a nnya adalah sebagai berikut. Perta­

ma, dilakukan seleksi fraksi genome VHB yang mengkode sintesa 

HBsAg (gena S atau gena S +pre-S). Fraksi ini kemudian dita­

nam kedalam sel host, y ang bisa berupa bakteria Escheri­

shia coli ) , virus (Vaccinia virus), sel ragi ( Sacharomy ces 

cerevisiae), sel mammalia ( Chinese hamster ovary cell) dan 

lain sebagainya. Sel-sel host tersebu t kemudian akan mengha-

s ilkan protein HBsAg s pesifik se su a i dengan potongan genome 

VHB yang di tanamkan. Setelah i tu dilakukan pemurnian HBsAg 

yang dihasilkan, untuk memis a hkan protein HBsAg dari protein 

ho st. 

Dilihat dari kandungan a nti gen pre -S, terdapat dua macam 

vaksin hepatitis B yaitu v aksin yang mengandung antigen pre-S 

dan vaksin tanpa antigen pre-S. Ada atau tidaknya antigen 

pre-S pada vaksin generasi pertama tergantung pada sumber 

HBsAg yang dipakai dan cara pemurnian serta cara inaktifasi. 

54 

PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

DISERTASI PERBEDAAN IMUNOGENISITAS HEPATITIS MULYANTO



Untuk vaksin generasi kedua adanya antigen pre-S tergantung 

dari potongan genome VHB yang ditanam dan eara pemurniannya . 

• 
Agar supaya vaksin tetap mengandung antigen pre-S, perlu 

dihindari adanya perlakuan yang bi~a merusak antigen tersebut 

seperti perlakuan enzimatik atau pemanasan yang berlebihan. 

Diduga liopilisasi, variasi pH yang besar dan denaturasi oleh 

kemikalia juga berpengaruh terhadap protein pre-S (Neurath et 

al., 1985; Takahashi et al . , 1986). 

Vaksinasi hepatitis B biasanya diberikan tiga kali pada 

bulan 0, 1 dan 6 (MSD) atau 0, 1 dan 2 (Cheil Sugar & Co.); 

tergantung dari merk vaksin yang dipakai. Demikian juga dosis 

yang dipakai; biasanya untuk dewasa diberikan dosis 20 meg 

(MSD), 5 meg (Pasteur) dan 3 meg (Cheil Sugar & Co.); untuk 

anak-anak diberikan setengah dosis dewasa. Vaksin asal plasma 

buatan Pasteur dan Cheil Sugar & Co. merupakan vaksin hepati-

tis B yang mengandung antigen pre-S (pre-S2 dan pre -S1 ). Saat 

ini Pasteur dan SKF juga sudah memproduksi vaksin rekayasa 

genetik yang mengandung antigen pre -S 2. Dari penelitian para 

ahli terdapat petunjuk bahwa adanya antigen pre-S2 dapat 

meningkatkan imunogenisitas vaksin. 

Peranan Antigen Pre-S Dalam Vaksin 

Efek potensiasi respon imun oleh antigen pre-S2 dan 

dominannya antigen pre -S 1 pada partikel VHB merupakan indika-

si kuat bahwa vaksin hepatitis B harus mengandung antigen 

pre-S (Howard et al ., 1988). Menurut Neurath et al. (1985) 

dan Itch et al. (1986) antibodi terhadap antigen pre-S2 meru-

pakan antibodi yang dapat menetralisir VHB . Penelitian invi-
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• 

tro menunjukkan bahwa anti-pre-S! dapat menghalangi menempel­

nya VHB pada sel hepatoma HepG2. Hasil penelitiannya juga 

menunjukkan bahwa chimpanzee yang disuntik dengan VHB dicam­

pur dengan anti-pre-S2 ternyata terhindar dari infeksi, se­

dang yang disuntik VHB saja menderita infeksi. Pada percobaan 

dengan mencit, HBsAg yang mengandung antigen pre-S2 menimbul­

kan respon anti-HBs yang lebih tinggi dibanding HBsAg tanpa 

pre-S2, HBsAg dengan antigen pre-S2 juga dapat menimbulkan 

respon anti-HBs (anti-S) pada mencit yang tidak bereaksi 

terhadap HBsAg tanpa antigen pre-S (Millich et al., 1985a & 

1985b; Neurath et al., 1986; Tiollais et al., 1986). 

Percobaan klinik telah dilakukan untuk membedakan imuno­

genisitas dan efektifitas vaksin hepatitis B dengan dan tanpa 

antigen pre-S. Hasil penel i tian imunogenisi tas menunjukkan 

bahwa anti-pre-S muncul lebih cepat dibanding anti-S; satu 

bulan setelah vaksinasi pertama anti-pre-S telah muncul pada 

57% dari individu yang mendapat vaksinasi, sedang anti-S 

hanya terdapat pada 18% (Petre & Peetermans, 1990). Tidak 

semua individu yang mendapat vaksinasi hepatitis B akan me­

nunjukkan respon anti-HBs. Pada indi vidu dewasa di daerah 

pedesaan di Zambia terdapat 18% individu yang tidak memberi 

respon anti-HBs setelah 3 kali suntikan dengan vaksin hepa­

titis B asal plasma (Tabor et al. , 1990). Neurath et al. 

(1986) melaporkan adanya indi v idu yang tidak menunjukkan 

respon anti-HBs tetapi bereaksi terhadap antigen pre-S. Pene­

li tian terse but menunjukan, satu bulan setelah vaksinasi 

ketiga (Hevac B, Pasteur) terdapat 8,5% individu yang tidak 

menunjukkan respon anti-HBs, sedang anti-pre-S2 tidak muncul 
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hanya pada 1,7% dari seluruh individu yang mendapat vaksina­

si. Menurut Stevens et al. (1984), efektifitas vaksin hepati­

tis B yang mengandung antigen pre-S juga lebih unggul diban­

ding vaksin hepatitis B tanpa antigen pre-S. Penelitian pada 

penderi ta hemodialisis menunjukkan bahwa vaksin hepatitis B 

dengan antigen pre-S mempunyai daya lindung yang jauh lebih 

besar dibanding vaksin tanpa antigen pre-S. 

I. Antibodi Terhadap HBsAg (anti-HBs). 

Anti-HBs adalah antibodi spesifik terhadap HBsAg, umum­

nya merupakan antibodi dari klas IgG; muncul beberapa waktu 

setelah kontak dengan HBsAg baik dalam bentuk vaksinasi mau­

pun setelah infeksi dengan VHB (Lander et al., 1972 cit. Hol­

land, 1985). Pemeriksaan anti-HBs yang selama ini dilakukan 

adalah merupakan pemeriksaan antibodi terhadap determinan S 

dan determinan pre-S dari HBsAg (total anti-S). Anti-pre-S 

merupakan antibodi terhadap determinan pre-S dari HBsAg, 

terdiri atas anti-pre-S2 dan anti-pre-S1. 

Anti-HBs biasanya muncul dalam beberapa minggu setelah 

HBsAg menghilang dari sirkulasi; jadi dalam awal fase rekon­

valesen infeksi VHB akut. Namun pada beberapa kasus anti HBs 

mungkin tidak muncul walaupun telah beberapa bulan sembuh 

dari infeksi VHB. Jika anti-HBs tidak muncul setelah 1 tahun 

sembuh dari infeksi VHB atau 1 bulan setelah suntikan booster 

vaksin Hepatitis B, biasanya untuk seterusnya juga tidak akan 

muncul (Hoofnagle et al., 1978 cit. Holland, 1985; McMahon, 
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1981). Anti-pre-S biasanya sudah muncul dalam darah pada fase 

awal hepatitis akut, sering kali masih dalam phase hepatitis 

B surface antigenemia (Eddleston, 1988). 

Jika kadar anti-HBs yang timbul mencapai paling sedikit 

10 miU/cc maka individu akan imun terhadap infeksi VHB. Seka­

li telah diproduksi tubuh, biasanya anti-HBs akan menetap 

sampai bertahun-tahun (Holland, 1985). Menurut Milich (1985) 

dan Mayumi ( 1986), kual i tas dan kuanti tas anti-HBs an tara 

lain juga tergantung pada kualitas HBsAg yang masuk kedalam 

tubuh. HBsAg yang mengandung protein yang dikode oleh region 

pre-S memberikan respon anti-HBs yang lebih baik dalam kuali­

tas maupun kuanti tasnya. Hal ini bisa ter jadi karena sel T 

helper untuk protein HBsAg yang dikode oleh gene S dan regio 

pre -S adalah sama; sehingga adanya protein yang di kode oleh 

regio pre-S akan memperkuat respon sel T helper terhadap 

protein HBsAg yang dikode oleh gena S. Mayumi (1986) melapor­

kan bahwa antibodi terhadap protein HBsAg yang di kode oleh 

regio pre-S ternyata juga protektif terhadap reinfeksi VHB. 

1. Respon Anti-HBs Pada Vaksinasi Hepatitis B 

Selama ini telah ratusan ribu individu mendapat vaksina-

esi hepatittis B; hasilnya menunjukkan bahwa vaksinasi hepa-

titin B aman dan protektif. Penelitian di Amerika Serikat 

terhadap sekitar 500 sampel menunjukkan bahwa vaksinasi hepa­

titis B, imunogenik dan efektif. Dalam satu bulan setelah 

suntikan pertama, anti-HBs muncul pada 31,4%; dalam dua bulan 

angka tersebut naik menjadi 77%, dalam tiga bulan menjadi 

87%, dan dalam 6 bulan (sebelum suntikan ketiga) naik menjadi 
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90%. Suntikan booster menaikkan angka respon anti-HBs menjadi 

96%, setelah sembilan bulan titer anti -HBs mulai menurun. 

Terdapat 4% individu yang tidak memberi respon vaksinasi dan 

5% yang responnya lemah. Kelompok yang mendapat vaksinasi dan 

kelompok kontrol dikuti selama 18 bulan untuk mengetahui 

attack rate infeksi VHB. Pada kel ompok kontrol terdapat 35% 

individu yang terinfeksi VHB, sedang pada kelompok yang men-

dapat vaksin angka tersebut hanya 7, 6% ( Szmuness et al. , 

1980). Penelitian serupa pada anak-anak di Senegal juga me­

nunjukkan e fektifit as vaksinasi hepatitis B di daerah endemis 

hepatitis B (Maupas et al., 1981). 

Penelitian klinik juga menunjukkan bahwa vaksin hepati­

tis B yang mengandung antigen pre-S lebih unggul dibanding 

vaksin yang tidak mengandung antigen pre-S. Stevens et al. 

(1984) membandingkan ~fektifitas vaksinasi hepatitis B pada 

penderita yang mendapat hemodialisis. Kelompok pertama menda­

pat dosis 40 meg vaksin buatan MSD yang tidak mengandung 

antigen pre-S dan kelompok kedua mendapat 5 meg vaksin buatan 

Pasteur yang mengandung antigen pre-S. Ternyata HB\' infection 

attack rate pada kelompok yang mendapat vaksin MSD tidak 

berbeda dengan kelompok kontrol. Sebaliknya attack rate pada 

kelompok yang mendapat vaksin Pasteur jauh lebih rendah di­

banding kelompok kontrol. Penemuan klinis ini memperlihatkan 

adanya perbedaan kualitas antigenik antara kedua vaksin ter­

sebut, akibat perbedaan kandungan antigen pre-S. 
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2. Respon Anti-HBs Pada Percobaan Binatang 

Rutgers et al. ( 1988) rnendapatkan adanya perbedaan 

respon anti-HBs pada rnencit yang disuntik HBsAg (0,8 rncg/0,1 

rnl) tanpa antigen pre-S (major protein) dan HBsAg yang rne­

ngandung antigen pre-S (middle protein). Dalarn penelitian 

tersebut Rutgers melakukan imunisasi satu kali pada dua ke­

lompok mencit Balb/c menggunakan imunogen major protein dan 

middle protein, darah diambil 30 hari kemudian. Mencit yang 

disuntik middle protein menunjukkan titer anti-S yang lebih 

tinggi dibanding menci t yang disuntik major protein. Pada 

kelompok menci t yang disuntik middle protein, selain anti-S 

rnuncul pula anti-pre-S2. Heerrnan et al. (1987) rnelakukan 

penelitian serupa menggunakan v irion, HBsAg tubuler dan HBsAg 

bulat sebagai imunogen. Tiga kelompok mencit Balb/c masing­

masing diimunisasi dengan salah satu antigen terse but ( 0, 8 

mcg/0,1 ml) pada hari ke 1 dan hari ke 30; darah diambil pada 

hari ke 40. Tidak.ada perbedaan respon anti-HBs pada ketiga 

kelompok mencit tersebut. Selanjutnya Gerlich et al. (1988) 

juga melakukan penelitian pada mencit menggunakan irnunogen 

partikel Dane, HBsAg tubuler dan HBsAg bulat. Mencit Balb/c 

disuntik dengan imunogen tersebut (1 mcg/0,1 rnl) pada hari 1 

dan 30 dan pengambilari darah dilakukan 10 hari setelah sun­

tikan kedua. Ha sil penelitiannya menunjukkan bahwa tidak ada 

perbedaan nyata total anti-HBs antara menci t yang disuntik 

HBsAg v irion, HBsAg tubuler maupun yan g disuntik HBsAg bulat; 

tetapi titer anti-pre-S pada mencit yang disuntik virion dan 

HBsAg tubuler lebih tinggi dibanding menci t yang disuntik 

HBsAg bulat. Tidak adanya perbedaan t iter anti-HBs tersebut 
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mungkin disebabkan karena dalam penelitian tersebut, Heerman 

dan Gerlich masing-masing menggunakan tiga macam antigen 

(HBsAg virion, HBsAg tubuler dan HBsAg bulat) yang mengandung 

antigen pre-S2 yang tidak berbeda. 

Coursaget et al. (1985) membandingkan imunogenisitas dua 

batch vaksin hepatitis B buatan Institute Pasteur pada men­

cit. Satu kelompok mencit disuntik 0,5 meg vaksin (intraperi­

toneal) yang tidak mengandung antigen pre-S dan kelompok yang 

lain diberi vaksin yang mengandung antigen pre-S. Pengambilan . 

darah dilakukan tiap dua minggu, sampai minggu ke delapan. 

Periksaan respon anti-HBs (RIA) menunjukkan bahwa mencit yang 

disuntik dengan vaksin yang mengandung antigen pre-S mempu­

nyai titer anti-HBs yang lebih tinggi dibanding mencit yang 

disuntik vaksin tanpa antigen pre-S. Perbedaan tersebut mulai 

tampak pada minggu ke 4, titernya mencapai maksimum pada 

minggu ke 6-8. Hasil penel i tian · terse but memberi petunjuk 

bahwa vaksin hepatitis B yang mengandung antigen pre-S lebih 

unggul dibanding yang tidak mengandung antigen pre-S. 

3. Heterogenitas Anti-HBs 

HBsAg mempunyai determinan antigenik umum a dan deter­

minan subtipik d/y dan w/r; ada tiga macam antibodi monoklo­

nal untuk determinant a dan masing-masing satu antibodi mono-

klonal untuk determinant d dan y (Peterson et al. , 1984). 

Menurut Jilg et al. (1984), pada individu yang mendapat 

vaksinasi hepatitis B terutama akan muncul anti-HBs terhadap 

determinant umum a dan subdeterminant d/y. Satu bulan setelah 

suntikan ketiga dengan vaksin subtipe adw atau ayw, sebagian 
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besar anti-HBs yang rnuncul adalah anti-HBs/a (50%) dan anti­

HBs/d atau anti-HBs/y (49%); sedikit sekali didapatkan anti­

HBs/w. Dernikian juga pada percobaan dengan chimpanzee, anti­

HBs yang rnuncul sebagian besar adalah anti-HBs/a. Titer anti­

HBs/a didapatkan lebih tinggi dibanding anti-HBs/d atau anti­

HBs/y, sangat sedikit dijurnpai anti-HBs/w (Hoofnagle et al., 

1977). Millich et al. ( 1983) rnelaporkan bahwa ada tiga go­

longan mencit Balb/c ditinjau dari responnya terhadap suntik­

an HBsAg, yaitu respon kuat, sedang dan yang tidak menunjuk­

kan respon. Mencit y ang tidak bereaksi terhadap epitope a 

biasanya juga tidak bereaksi terhadap epitope d/y. 

Menurut Millich et al. (1983), respon anti-HB·s pada 

menci t dipengaruhi oleh s ubtipe HBsAg, skedul imunisasi dan 

waktu pengambilan darah. Pada menci t yang disuntik HBsAg, 

respon terhadap epitope d/y biasanya muncul lebih dahulu 1-2 

rninggu sebelurn respon terhadap epitope a. Sepuluh hari sete­

lah vaksinasi pertama, titer anti-HBs/d atau anti-HBs/y sudah 

tinggi tetapi anti-HBs/a bel urn terdeteksi. Pada hari ke 24 

setelah vaksinasi pertarna, titer anti-HBs/a mencapai 75% dari 

titer anti-HBs/d atau anti-HBs/ y dan pada hari ke 14 setelah 

v aksinasi kedua ti ternya sarna dengan t iter anti-HBs/d a tau 

anti-HBs/y. Selain itu dilaporkan juga adany a heterogenitas 

anti-HBs/a, dijumpai ada tiga macam anti-HBs/a yai tu anti­

HBs/a1, a2 dan a3. 
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J. Ultrasentrifugasi 

Ada dua macam teknik sentrifugasi yaitu sentrifugasi 

analitik dan sentrifugasi preparatif. Sentrifugasi analitik 

ditujukan untuk mempelajari partikel/molekul yang sudah mur-

ni, terutama untuk mempelajari karakteristik-karakteristik 

sedimentasi dari molekul biologik dan struktur molekuler. 

Cara ini hanya membutuhkan sedikit bahan murni, menggunakan 

rotor dan sistem deteksi khusus untuk secara terus menerus 

memonitor proses sedimentasi bahan t e rsebut dalam gaya sen-

trifugal. Sebaliknya sentrifugasi preparatif merupakan 

pemisahan, isolasi serta pemurnian partikel/molekul yang 

belum murni (seperti sel utuh, organela seluler, ribosome dan 

virus) untuk diteliti atau digunakan lebih lanjut. 

Prinsip dasar teori sedimentasi berasal dari Hukum 

Stokes (Griffit, 1983) yaitu : 

d2 ( pp - pl ) 

v = -- -------------------- X g 

18 u 

diman a 

v = Kecepatan sedimentasi p1 = densitas cairan 

d = diameter partikel u = viskositas medium 

pp = densitas partikel g = gay a gravitasi 

Pari persamaan Sto kes tersebut t e rlihat bahwa kecepatan 

sedimentasi adalah sebanding dengan besarn y a partikel, 

sebanding dengan perbedaan antara densitas partikel dengan 

densitas caira n (medium), nol jika densitas partikel sama 

dengan densitas medium. 
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Menurut Griffit (1983) ada dua cara pemisahan dalam 

ultrasentrifugasi preparatif yaitu : 

1. Differential centrifugation/pelleting : 

Disini mula-mula tube diisi larutan sampel yang merupa-

kan campuran yang uniform. Dengan sentrifugasi akan dida-

patkan 2 fraksi yang terpisah yai tu pellet yang berisi 

bahan-bahan yang tersedimentasi dan larutan supernatan 

dari bahan-bahan yang tidak tersedimentasi. Komponen-kom-

ponen dalam larutan bisa mengendap dalam pellet atau dalam 

supernatan dan pellet; tergantung dari besarnya partikel 

dan atau kondisi sentrifugasi . 
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Gambar 9. Differential centrifugation 

(Sumber : Griffit, 1983) 
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2. Density gradient centrifugation 

Dengan cara ini dapat dipisahkan secara sempurna berba-

gai komponen dalam suatu larutan. Mula-mula tube diisi dengan 

sejumlah larutan yang sudah dipersiapkan yang mempunyai den-

si tas y ang berbeda-beda; dengan densi tas yang makin tinggi 

kearah ujung tube. Cairan density gradient yang dipakai meru-

pakan larutan dari zat terlarut dengan BM rendah, dimana 

partikel sampel dapat dilarutkan. 

1. Tube di- 2. 
isi le.­
ruta.n 
density 
gradient 

Sampel 
diletak 
ke.n di. 
at as 
gradient 

le Zone 

3• Akibat ge.ya sent~ifugal, 
pe.rtikel-pe.rtikel berge­
=e.k denge.n kecepata.n .yang 
berbeda terge.ntung 
masse.nya 

Gambar 10. Density gradient centrifugation 

(Sumber : Griffit, 1988) 

Ad a dua ca ra pemisahan p a d a density gradient c entrifuga-

ti on yaitu 

2a. Teknik isopiknik 

Disini kolorn density gradient rneliputi seluruh kisaran 

densitas parti kel sarnpel. Dengan ultrasentrifugasi rnasing-

rnasing sarnpel akan rnen gendap hanya pada posisi dirnana den-
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sitas partikel sama dengan densitas gradien, dan akan tetap 

bertahan pada posisi tersebut tanpa tergantung waktu. 

2b. Teknik rate zonal : 

Disini larutan partikel sampel di tempatkan pada kolom 

gradien yang telah dibentuk terlebih dahulu, dimana larutan 

sampel menciptakan gradien negatif pada puncak kolom gradi­

en. Dibawah tekanan sentrifugasi partikel partikel akan 

mulai mengendap menembus zona-zona kolom gradien yang ter­

pisah tersebut. Masing -masing zona berisi partikel tertentu 

sesuai dengan kecepatan sendimentasinya. 

K. Pemurnian HBsAg 

Berdasarkan sifat-sifat fisik dan biokemik~ HBsAg dapat 

dimurnikan dengan berbagai cara seperti presipi tasi dengan 

polyethylen glycol (PEG), densit y gradient centrifugation dan 

dengan cara affinity chromatography. Dengan cara-cara terse­

but dapat dihasilkan HBsAg murni dengan tingkat kemurnian 

tinggi. Menurut 'YlHO ( 1985), tingkat kemurnian HBsAg untuk 

vaksin pada manusia paling r enda h adalah 95%. Ini berarti 

HBsAg paling sedikit merupakan 95% dari total protein dalam 

vaksin. 

1. Presipitasi HBsAg dengan polyethylene glycol (PEG) 

Menurut Polson (1964), PEG dengan berat molekul 6000 

merupakan presipitan yang paling memadai; karena penangannya 

mudah serta tidak menyebabkan denaturasi protein. Pada pema-
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kaiannya hanya perlu mengontrol pH, 

konsentrasi ion larutan tidak perlu 

sedang temperatur 

dikontrol. Selain 

dan 

itu 

presipitasi dengan PEG -adalah reversible dan polimer PEG 

dapat dipisahkan dengan mudah dengan cara filtrasi gel. Menu ­

rut Laurent (1963, cit. Chesebro & Svehag, 1968), makin besar 

molekul protein makin sedikit PEG yang diperlukan untuk 

mengendapkannya. 

Protein plasma terutama terdiri atas albumin, globulin 

dan fibrinogen. PEG akan mengendapkan golobulin alfa bersama­

sama HBsAg, pada konsentrasi PEG 6000 6%-8% (Polson, 1964). 

Menurut Vnek & Prince (1976) pada pH 4.5 fibrinogen dan 

globulin alfa 1 akan mengendap pada konsentrasi PEG 2%; glo­

bulin al fa 2, globulin beta dan HE sAg akan mengendap pad a 

konsentras i PEG 4, 5%; sedang album in t idak mengendap pad a 

konsentrasi PEG sampai dengan 4,5% . Atas dasar sifat tersebut 

Iizuka (komunikasi pribadi) mengembangkan cara untuk mengen­

dapkan HBsAg melalui 2 tahap. Pertama, plasma yamg mengandung 

HBsAg diberi larutan 50% (w/v) PEG 6000 pada pH 4.5 sehingga 

konsentrasi akhir PEG menjadi 1,3%. Dibiarkan selama 3- 6 jam 

pada temperatur 4 de raj at C, sehingga ter jadi endapan yang 

terutama terdiri atas fibrinogen. Supernatan diambil dan 

ditambahkan lagi larutan 50% (w/v) PEG 6000 sampai konsen ­

trasi akhir PEG menjadi 4,5%. Dibiarkan semalam pada tempera­

tur 4 derajat C, kemudian di sentrifus supaya endapan sempur­

na dan supernatan dibuang. Endapan yang terutama terdiri atas 

HBsAg, globulin alfa dan globulin beta, dilarutkan lagi dalam 

akuades pada pH 7.0. HBsAg dalam larutan ini kemudian siap 

untuk dimurnikan lebih lanjut dengan cara ultrasentrifugasi 

density gradient. 
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2. Pemurnian HBsAg Dengan Ultrasentrifugasi 

Untuk keperluan pemurnian HBsAg skala besar dipakai 

rotor yang mempunyai volume besar yaitu zonal rotor; yang 

merupakan rotor berbentuk mangkuk dimana volumenya ditentukan 

oleh luas bagian rotor berdasarkan jauhnya jarak dari pusat 

rotasi. Volume zonal rotor ini dapat mencapai 1600 cc, se­

hingga cukup banyak sampel plasma yang dapat ditampung. Pe­

murnian HBsAg menggunakan zonal ultracentrifugation dilakukan 

dalam 2 fase yaitu bouyant density zonal ultracentrifugation 

dan rate zonal ultracentrifugation (Mishiro et al, 1980). 

2a. Bouyant density zonal ultracentrifugation : 

Bouyant density zonal ultracentrifugation adalah terma­

suk pemisahan isopiknik, merupakan teknik untuk memisahkan 

partikel-partikel berdasarkan pada baik koefisien floata­

si maupun densitas partikel. Pada metode ini sampel diatur 

densitasnya (dengan menambah KBr) menjadi 1,3 g/ml; pemur­

nian tipe ini rnemungkinkan penggunaan sampel dengan volume 

besar (850 cc). Pada keadaan rotor berputar 3000 rpm la-

rutan sampel dimasukkan kedalam rotor; demikian pula dengan 

larutan gradien lain yang diperlukan. Kemudian rotor dipu­

tar pada 28000 rpm selama 16 jam, setelah itu isi rotor 

dikeluarkan dalam fraksi-fraksi; dalarn keadaan rotor berpu­

tar pada 3000 rpm. Fraksi-fraksi yang banyak rnengandung 

HBsAg (densitas antara 1,7 g/ml 1,22 g/ml) dikumpulkan 

dan didialisis untuk membersihkan KBr, selanjutnya dikon­

sentrasikan dengan menggunakan tekanan negatif supaya volu­

menya menjadi kecil, untuk kemudian dipakai sebagai sampel 
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dalam fase pemurnian berikutnya. Pada fase ini HBsAg dipi­

sahkan dari protein plasma yang lain (Mulyanto, 1984; 

Prince et al., 1984). 

2b. Rate zonal ultracentrifugation : 

Cara pemisahan ini termasuk teknik rate zonal yang meru­

pakan teknik pemisahan komponen-komponen berdasarkan pada 

kecepatan sedimentasi; dengan demikian akan tergantung pada 

besar, bentuk dan densitas partikel. Pada metode ini sampel 

diletakkan diatas kolom density gradient antara 1,15 - 1,30 

g/ml yang telah dipersiapkan sebelumnya. Sampel yang dipa­

kai pada fase ini sangat sedikit yaitu antara 50 - 100 ml, 

merupakan hasil pemurnian fase sebelumnya. Karena density 

gradientnya landai maka daya pisahnya besar sehingga dapat 

memisahkan HBsAg dari komponen-komponen plasma lain yang 

densi tasnya tidak begi tu berbeda dengan HBsAg. · Pada fase 

ini sampel dan density gradient juga dimasukkan dan dikelu­

arkan dari rotor dalam keadaan rotor berputar pada 3000 

rpm; ultrasentrifugasi dilakukan selama 16 jam pada kece-

patan 26000 rpm. Lipoprotein plasma akan dipisahkan dari 

HBsAg pada fase pemurnian ini, sehingga pada akhir pemurni ­

an d.apat diperoleh HBsAg murni; dengan tingkat kemurnian 

lebih dari 95% (Anonim, 1987). Untuk mengevaluasi hasil 

dari masing-masing langkah pemurnian, diperiksa titer 

HBsAg (R-PHA), densitas larutan, optical density pada 

daerah 280 nm, OD290 nm, scanning OD200-320 nm, serta mor­

fologi HBsAg dengan mikroskop elektron. 
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Menurut Prince et al. (1984) HBsAg murni hasil pemurnian 

tersebut dinilai baik bila : 1. Pada optical density scanning 

(200 nm- 320 nm) terlihat adanya characteristic shoulder pada 

daerah 290 nm. 2. Tidak mengandung protein-protein lain se­

perti yang ditunjukkan melalui pemeriksaan agar gel diffusion 

dan sodium dodecyl sulphate/ polyacrylamide gel electrophore­

sis (SDS/ PAGE). 3. Perbandingan total protein yang diukur 

0,1% 

dengan OD280 ( E = 3, 7 3) dan dengan antigenisitas 

1 em 

HBsAg yang diukur dengan quantitative RIA terhadap standard 

HBsAg dari \.,rHO adalah 1: 1 ± batas yang bisa di terima dari 

variabilitas tes. Cara penilaian tersebut ketelitiannya ting­

gi, tetapi membutuhkan alat-alat yang lengkap dan mahal serta 

memakan waktu lama. Menurut Mayumi (komunikasi pribadi) untuk 

menilai kemurnian relatif HBsAg dari berbagai hasil pemurnian 

dapat dipakai cara y ang lebih praktis yaitu dengan menghitung 

aktivitas spesifik HBsAg. Aktivitas spesifik HBsAg dihitung 

dengan membagi titer (nilai pengenceran) HBsAg (RPHA) dengan 

nilai Optical density 280 nm. Dengan cara ini akan lebih 

mudah untuk mernbandingkan tingkat kemurnian HBsAg dari berba­

gai hasil pemurnian yang akan digunakan untuk pembuatan sel 

PHA untuk rnendeteksi ant i-HBs. Mulyanto ( 1984) mendapatkan 

HBsAg murni antara 30 49 mg/liter dari plasma HBsAg dan 

HBeAg positif dengan aktivitas spesifik berkisar antara 

40 . 000 - 162.000. Oda (komunikasi pribadi) mendapatkan HBsAg 

murni dar i plasma HBsAg dan HBeAg positif dengan aktivitas 

spesifik antara 58.000 - 372.000. Menurut Prince et al (1984) 

dan Gerety & Tabor (1983) selama proses pemurnian VHB dengan 

ultrasentrifugasi, VHB dan v irus-virus lain yang mungkin ada 

akan mengalami inaktivasi. Menurut Prince et al (1984) inak­

ti vasi selama proses pemurnian ini dapat mencapai 20% dari 

seluruh proses inaktivasi dalam pembuatan v aksin Hepatitis B. 
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. . . . •. . -

. . - . 

III. MATER! DAN METODA 

1. Tempat dan Waktu Penelitian 

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Hepatitis Bumi 

Gora Nusa Tenggara Barat; waktu yang digunakan adalah 18 

bulan mulai Februari 1990 s/d Juli 1991. 

2. Materi Penelitian 

a. Darah donor dengan HBsAg positif 

Diperoleh dari Dinas Transfusi Darah PMI DKI Jakarta dan 

Dinas Transfusi Darah PMI Surabaya. 

b. Eritrosit domba 

Digunakan eri trosi t domba yang telah diawetkan dengan 

glutaraldehyde menurut cara Hirata & Brandriss (1968). 

c. Binatang percobaan 

Digunakan mencit putih (Balb/c mice) betina, berumur 16 

minggu, yang diperoleh dari Perum Bio Farma, Bandung. 

3. Bahan dan Alat 

Alat-alat: 

a. Ult r acentrifuge (HITACHI 70P) dengan 

zonal rotor RPZ 35 T. 

b . UV Vi sible Spectrophotometer ( Varian , DMF 1008). 

c. Large capacity refrigerated centrifuge (HITACHI SCR7B). 

d. Gamma counter (ANSR, Abbot) dengan Qwikwasher (Abbott). 

e. Electron micros cope (Akashi 002A) . 

f. Affinity column chromatography. 

g. Microplate tipe V, microdiluter dan dropper 0,025 cc. 

h. Botol gelas 200 cc, gelas uku r 50 cc, Beaker Glass 1 

1 L, 2 L; pipet mikro 0,100 cc & 1 cc. 
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Bahan : 

a. 

b. 

c. 

d. 

e . 

Larutan PBS 0 , 15 M (pH 7 , 2 ) 

Larutan bufer Tris - HCl O,Ol.M (pH 7 , 5) 

Larutan Alsever pH 6,1 

Larutan Garam Fisiologis 0,85% 

Bufer PHA yaitu larutan PBS 0,15 M (pH 7 , 2 ) yang 

mengandung 1% protein serum kuda dan 0,5% protein 

serum kelinci. 

f. Larutan glutaraldehyde (Junsei Co.) 5%, dalam PBS . 

g. Reagen diagnostik : RPHA-HBsAg (Hepatika Lab . ); 

HBeAg / Elisa, subtipe HBsAg/Elisa dan RPHA - pre S 2 

(Institute of Immunology Co ., Tokya); RIA - anti - HBs 

(Abbott Lab . ) 

h . Kemikalia : Sucrose (Zigma); KBr, Al(OH) 3 , Tris, HCl, 

Na2HP04.12H20 dan KH2P04 (Merck) ; 

Tannic ac i d (Junsei Chem . ,Co.), 

PEG 6000 (Wako Pure Chern. Industries Ltd . , Japan) . 

i . Serum kuda normal dan Serum kelinci normal (Zigma) . 

4 . Metoda Pene l itian 

Peneli tian ini dibagi menjadi dua tahap yai tu Tahap I 

merupakan survei seroepidemiologik analitik yang bersifat 

penelitian cro s s sectional dan Pe nelitian Tahap II merupakan 

peneliti a n eksperimental. 
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Penelitian Tahap I 

Survei seroepidemiologik ini mempelajari perbedaan 

frekuensi HBeAg, frekuensi antigen pre-81 dan titer antigen 

pre-52 pada darah donor pengidap HBsAg menurut subtipe utama 

HBsAg (adw, adr, ayw), dengan model pendekatan atau observasi 

sekaligus pada satu saat. Merupakan penelitian untuk menguji 

hipotesis 1, dan 2. 

Pengidap HBsAg dalam penelitian ini adalah donor darah 

tanpa keluhan penyakit hati yang pada pemeriksaan serologik 

menunjukkan HBsAg positif dengan titer HBsAg lebih dari 1:128 

(27 ) dan memenuhi kriteria sebagai donor. Kriteria donor 

adalah individu berumur 17 - 65 tahun, berat badan >= 45 Kg, 

HB >= 12 g% dan tidak dalam keadaan sakit menurut pengamatan 

petugas. Dalam penelitian ini hanya digunakan darah donor 

pria. 

Cara Penelitian 

Darah donor HBsAg positif diperoleh dari DTD PMI DKI 

Jakarta dan DTD PMI Surabaya antara Juli 1988 sampai Juni 

1990. Darah tersebut dipisahkan plasmanya dan diberi pengawet 

Sodium azide ( konsentrasi akhir 0, 2~6). Masing-masing plasma 

donor diambil 6 cc dibagi dalam 2 tube dan disimpan pada -20 

derajat C sebelwn diperiksa. Setelah terkumpul cukup banyak, 

kemudian dilakukan pemeriksaan titer HBsAg dan titer antigen 

pre-S2, subtipe HBsAg, HBeAg dan antigen pre-51. Sebagian 

dari sampel terse but (50~ ~ ) dikirim ke Institute of Immunology 

eli Tokyo untuk pemeriksaan silang. Plasma dengan titer HBsAg 
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> 2 10 , HBeAg(+) pada pengenceran 100 kali dan titer antigen 

pre-52 > 26 dikumpulkan menjadi satu menurut subtipe HBsAg. 

Kumpulan plasma HBsAg positif yang terdiri dari subtipe adw, 

adr dan a~rw merupakan bahan untuk penelitian tahap II. 

Cara pemeriksaan laboratorium (lihat lampiran 6) : 

HBsAg Reverse passive hemagglutination (RPHA) 

Antigen pre-52: RPHA 

Antigen pre-51: Enzyme-link inununosorbent assay (Elisa) 

5ubtipe HBsAg Elisa 

HBeAg Elisa 

Pengamatan 

Perbedaan imunogenisitas serum pengidap HBsAg menurut 

subtipe diukur dengan membandingkan kandungan antigen pre-52 

(titer 52/titer 5) serta frekuensi antigen pre-51 antara 

pengidap subtipe adw, adr dan ayw. Pengidap HBsAg yang di-

bandingkan adalah pengidap HBsAg dengan HBeAg titer tinggi 

(sebagai parameter replikasi aktif VHB) serta tidak ada keru-

sakan antigen pre-52 selama penyimpcman serum. Kriteria sam­

pe l yang dipakai adalah serum dengan titer HBsAg >2 10, 

HBeAg(+) pada pengenceran 100 kali dan titer antigen pre-52 > 

Perbedaan infektifitas serum pengidap HBsAg menurut 

sub tipe diukur dengan memban d ingkan frelmensi HBeAg antara 

pengidap subtipe adw, adr dan a~rw, pacta titer HBsAg yang 

sama. 
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Analisa Statistik 

Perbedaan kandungan antigen pre-52 antara subtipe adw, 

adr dan a1,1w diuj i dengan uj i t; sedans perbedaan frelnlensi 

antigen pre-51 dan perbedaan frekuensi HBeAg diuji dengan uji 

Kai kuadrat. 

Penelitian Tahap II 

Penelitian Tahap II terdiri atas Pengukuran Antigenisi­

tas dan Imunogenisitas HBsAg murni menurut subtipe, untuk 

menguji hipotesis 3. 

Bila terdapat perbedaan antigenisitas (kandungan antigen 

pre-52) an tara pengidap HBsAg subtipe adw, adr dan a;{w, per­

bedaan t.ersebut. mungkin disebablran oleh perbedaan kandungan 

antigen pre-52 pacta partikel Dane, partikel HBsAg (partikel 

bulat dan partikel tubuler). Untuk mengetahui apakah memang 

terdapat perbedaan antigenisitas antara partikel HBsAg murni 

dari berbagai subtipe, maka partikel HBsAg harus dipisahkan 

dari partikel Dane dan komponen serwn yang lain. 

Cara Pemurnian HBsAg 

HBsAg murni yang dipakai dalam penelitian ini merupakan 

HBsAg (subtipe adw, adr dan ayw) hasil pemurnian dengan cara 

:5ucrosE• ra f:-e zona 1 u 1 tt-acE'n i.:r.i i'uqa t.i on . Bahannya berasal dari 

6 liter plasma HBsAg-positif titer tinggi pada Penelitian 

Tahap I, setelah melalui presipitasi bertahap dengan PEG 

serta serangkaian ultrasentrifugasi meliputi 2 kali kBr 
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Presipitasi HBsAg dengan PEG dilakukan menurut cara yang 

laz im, dengan modi f ikas i I i zuka; sedang pemurnian HBsAg de­

ngan cara ultrasentrifugasi zonal dilakukan menurut cara yang 

dimodifikasi Mishiro et al (1980). Terhadap plasma dari tiap 

subt ipe HBsAg di lakukan 6 kal i sucrose rate zonal ul tracen­

trifugation, sehingga diperoleh 6 lot HBsAg murni untuk tiap 

subtipe (lihat lampiran· 1). 

Evaluasi Kemurnian HBsAg. 

Untuk mengevaluasi kemurnian HBsAg hasil pemurnian de­

ngan ultrasentrifugasi dilakukan pemeriksaan optical density 

scanning hasil pemurnian tiap tahap, pengukuran aktivitas 

spesifiik HBsAg, pemeriksaan eleektroforesis gel (SDS PAGE) 

dan pemeriksaan elektronmikroskopik. 

Pemeriksaan optical density scanning 

Pemeriksaan ini dilakukan dengan membandingkan optical 

density scanning (200-320 nm) hasil pemurnian HBsAg tiap 

tahap terhadap materi awal (plasma awal). Bila pemurnian 

berhasil baik maka akan muncul characteristic shoulder pada 

daerah 290 nm. 

Pengukuran aktivitas spesifik HBsAg 

Akti vi tas spes if i k HBsAg, adalah angka yang menunjukkan 

antigenisitas HBs Ag per satuan berat protein. Akti v itas spe­

sifik HBsAg dihitung dengan mernbagi titer hemaglutinasi HBsAg 

dengan kadar protein total. Kadar protein total di tentukan 

secara spetrofotometrik, dengan pedoman absorben (pada 

gelombang 280 nrn) = 3,73 mengandung 1 mg protein HBsAg (Vyas 

et al, 1972). 
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titer HBsAg 

Aktivitas spesifik = ------------­
OD 280 nm 

Pemeriksaan SDS PAGE 

Pemeriksaan sodium dodecyl sulphate polyacrilamide gel 

electrophoresis (SDS PAGE) dilakukan di Institute of Immune-

logy, Tokyo. Pada prinsipnya cara pemeriksaan adalah sebagai 

berikut. 

Sepuluh mikrogram HBsAg di inkubasikan pada 100 derajat 

C selama 5 menit dalam bufer yang mengandung 1% (v/v) sodium 

dodecyl sulfate (SDS) dan 1% (v/v) 2 mercaptoethanol. Kemudi-

an bersama-sama standard berat molekul dilakukan elektrofore-

sis dalam gradient (10%-20%) polyacrylamide gel dengan kondi-

si aliran listrik 60mA selama 45 menit, menggunakan alat 

(Hoeffer Scientific Instrument, San Francisco) dan cara yang 

lazim. Setelah elektroforesis, gel dicat dengan Coomassie 

Brilliant Blue. 

Pemeriksaan Elektronmikroskopik Partikel HBsAg 

Pemeriksaan elektron mikroskopik partikel HBsAg dilaku-

kan di Institute of Immunology, Tokyo; menggunakan elektron 

mikroskop merk Akashi 002A buatan Jepang, dengan pengecatan 

uran y l a.cetate 2% . Pemeriksaan dilakukan pada perbesaran 

akhir 100.000 kali. 

Pemeriksaan Antigen pre-S 

HBsAg murni dari tiap-tiap subtipe ( adw, adr dan ayw) 

diperiksa secara kualitatif adanya antigen pre-S1 dan titer 

antigen pre-S2, sehingga dapat dihi tung perbedaan kandungan 

antigen pre-S antara ketiga subtipe. 
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Pengukuran Antigenisitas HBsAg 

Antigensitas HBsAg diukur dengan membandingkan kemampuan 

HBsAg untuk mengikat anti -HBs. Penilaian dilakukan dengan 

cara mengukur sensitivitas sel passive hemagglutination (PHA) 

yang dibuat dari HBsAg murni masing-masing subtipe, untuk 

mendeteksi anti-HBs standar. 

Cara Penelitian 

Penelitian ini menggunaka n Rancangan Acak Lengkap dengan 

3 perlakuan dan 18 ulangan. Sel PHA dibuat dengan jalan me-

nempelkan HBsAg murni pada eritrosit domba. Sebanyak 350 cc 

satu lot eritrosit domba (5%) yang telah diawetkan dengan 

glutaraldehyde ( lihat lampiran 2) dibagi menjadi 54 botol 

masing-masing 25 cc dan dikel ompokkam menjadi 3 kelompok 

secara simple randomization. Kemudian masing-masing kelompok 

diberi perlakuan HBs Ag murni dari satu macam subtipe (ad-;v/ 

adr/ ayw) dengan cara sensitisasi seperti yang ditunjukkan 

Boyden (1951; lihat lampiran 3). Setelah didiamkan 4 mingggu, 

sel PHA terse but diperiksa sens i ti f i tasnya untuk mendeteksi 

anti -HBs standar; pemeriksaan dilakukan secara duplo. 

Pengamatan 

Pengamatan sensitifitas (car a kerja, lihat lampiran 5) 

dilakukan terhadap 3 macam standar anti-HBs yaitu 

a. An ti-HBs/a; standar ini diperoleh dari pemurnian anti­

HBs/ayw dengan cara affinit y chromatograhy, menggunakan 

Sepharose 4B yang ditempeli HBsAg/adr (lihat lampiran 4). 
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b. Anti-HBs/d monoklonal (Hyb. no. 423); diperoleh dari 

Institute of Immunology Co., Tokyo. 

c . Anti-HBs/w monoklonal (Hyb. no. 4111); diperoleh dari 

Institute of Immunology Co., Tokyo. 

Pengenceran larutan standar anti-HBs dilakukan secara serial 

2 kali dalam bufer PHA dari kit. Sensitivitas diamati sebagai 

titer PHA, yang ditentukan oleh nilai pengenceran tertinggi 

yang masih menunjukkan hemaglutinasi (2n). 

Pengukuran Imunogenisitas HBsAg 

Imunogenisitas HBsAg dinilai dari kemampuannya untuk 

menimbulkan respon antibodi (anti-HBs) pada binatang percoba­

an (Balb/c mice) yang mendapat imunisasi HBsAg. 

Cara membuat imunogen (vaksin) 

HBsAg murni subtipe adw, adr dan ayw (6 lot untuk tiap 

subtipe) hasil pemurnian dengan ultrasentrifugasi didialisis 

dalam larutan garam fisiologis (pro infus) untuk menghilang­

kan Sodium azide y ang ada dalam bufer pelarut. Setelah didia­

lisis, dilakukan sterilisasi menggunakan filter disposable 

berdiameter 0, 45 mikron. Suspensi HBsAg tersebut dilarutkan 

lagi dalam larutan garam fisiol ogis (pro infus) sedemikian 

rupa sehingga kadar HBsAg menjadi 100 meg per mililiter. 

Setelah itu ditambahkan Al(OH3) sebagai adjuvant (konsentrasi 

a.khir 1%). 
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Cara Penelitian 

Penelitian ini menggunakan rancangan acak lengkap dengan 

3 perlakuan dan 24 ulangan. Sebanyak 96 ekor mencit (Balb/c 

mice) betina berumur 16 minggu dibagi dalam 4 kelompok secara 

simple randomization. Kelompok I sebagai kelompok kontrol, 

Kelompok II diberi perlakuan suntikan HB sAg subtipe adw, 

Kelompok III diberi suntikan HBsAg subtipe a dr dan Kelompok 

IV diberi suntikan HBsAg subtipe ayw. Penyuntikan dilakukan 

pada har i ke 1 dan h a ri ke 30, secara intraperitoneal dengan 

dosis 1 0 mcg/0,1 cc. Pengambilan darah dilakukan 10 hari 

setelah suntikan kedua, secara intracardial. 

Pengamatan Respon Anti-HBs 

Anti-HBs diperiksa dengan metoda radio immune assay 

(RIA) menggunakan kit (Ausab, Abbo tt) dan gamma counter merk 

ANSR buatan Abbott Laboratory. Pemeriksaan dilakukan pada 

serum yang telah diencerkan dalam fetal calf serum, sedemiki­

an rupa sehingga hitungan per menit (cpm) dari sampel mende­

kati 10 kali rata-rata cpm Kelompok kontro l. Titer anti-HBs 

dinyatakan dalam RIA Unit, yang dihitung menurut cara seperti 

yang tertulis dalam buku petunjuk . 

Analisa Statistik 

Perbedaan titer relatif a ntigen pre -S2 anta ra HBsAg 

murni subtipe adw, adr dan ayw diuji dengan uji t. Data yang 

terkumpul pada penelitian tahap II merupakan data dengan 

skal a ratio, yaitu sensitivitas sel PHA-antiHBs dan titer 

anti-HBs mencit. Data yang dipe roleh dianalisa dengan analisa 
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keragaman dan diuji dengan uji F. Uji statistik pembeda antar 

perlakuan digunakan uji jarak ganda Duncan (Snedecor, 1964). 

Sensitivitas Sel PHA-antiHBs dinyatakan dalam Nilai 

pengenceran (T) yang ditentukan oleh Angka pengenceran (c), 

Pengenceran awal (a = 2) dan Faktor pengenceran (b = 2) mela­

lui persamaan : 

T = a.b(c- 1 ) (Lutz, 1978). 

Karena faktor pengenceran disini tetap yaitu = 2, maka sebar­

an data tidak normal; sehingga sebelum dianalisa data diubah 

dulu kedalam log ( Lut z , 1978 ), persa maan menjadi 

log T = log (a) + (c-1) log (b) 
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IV. HASIL DAN BAHASAN 

HASIL 

Survei Seroepidemiologik 

Telah dilakukan 2.193 perneriksaan subtipe pada darah 

donor pria dari DTD PMI DKI Jakarta dan DTD PMI Surabaya; 

umur donor darah rnenurut subtipe HBsAg ditarnpilkan pada 

Tabel 1. Tarnpak bahwa urnur rata-rata donor darah pengidap 

HBsAg subtipe adw tidak berbeda nyata dengan pengidap subtipe 

adr rnaupun subtipe ayw. 

Tabel 1. Urnur donor darah rnenurut subtipe HBsAg 

================================================= 
Subtipe 

HBsAg 

adw 

adr 

ayw 

Kisaran 

17-62 

19-56 

20-50 

Urnur (tahun) 

Rata-rata ± SD 

30,0 ± 8,7a 

31,2 ± 8,7a 

29,6 + 7,1a 

================================================= 
Keterangan : 

a-a : tidak berbeda nyata ( p > 0,05 ) 

Hasil perneriksaan subtipe menunjukkan bahwa subtipe adw 

dorninan baik di Jakarta rnaupun Surabaya, tidak didapatkan 

subtipe ayr (Tabel 2). 
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Tabel 2. Prevalensi relatif subtipe HBsAg pada 

donor darah di Jakarta dan 8urabaya 

========================================================= 
8,ubtipe 

HBsAg 

Jakarta 

Jrnl % 

8urabaya Total 

Jrnl % Jrnl % 

-------------------------------------------------------
adw 1357 75,9 349 85,9 1706 77,8 

adr 327 18,3 17 4,2 344 15,7 

ayw 70 3,9 38 9,4 108 4,9 

atipik 33 1, 9 2 0,5 35 1,6 

Total 1787 100,0 406 100,0 2193 100,0 

========================================================= 
Keterangan : 8ubtipe atipik = adyw, adrw dan adyr 

Dalarn penelitian ini sebagian besar sarnpel yang dipe­

riksa rnenunjukan antigen pre-82 positif. Kandungan antigen 

pre-82 pada pengidap HBsAg rnenurut subtipe virus rnencerrnin-

kan konsentrasi antigen pre-82 (82) per satuan konsentrasi 

HBsAg ( 8). Tabel 3 rnenyajikan perbandingan titer relatif 

antigen pre-52 ( 82/8) antara pengidap HBsAg subtipe adw, 

adr dan subtipe ayw. Pengidap HBsAg yang dibandingkan 

adalah pengidap yang rnernpunyai titer HBsAg > 2 10 , titer 

antigen pre-82 > 26 dan HBeAg(+) pada pengenceran 100 kali, 

dengan jurnlah sarnpel untuk subtipe adw, adr dan ayw rnasing-

rnasing adalah 637, 118 dan 49 donor. Data pada Tabel 3 

rnenunjukkan bahwa subtipe virus sangat berpengaruh terhadap 

kandungan antigen pre-82; pengidap HBsAg subtipe adr rne­

ngandung lebih banyak antigen pre-82 dibanding subtipe adw 

dan ayw. 
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Tabel 3. Perbandingan kandungan antigen pre-82 

(titer 52/titer S) pada donor darah 

pengidap HBsAg menurut subtipe HBsAg 

================================================== 
Subtipe 

HBsAg Jumlah 

adw 

adr 

a yw 

sampel 

637 

118 

49 

Titer rata-rata (2n) 

s 

12,4 

13,2 

11,8 

S2 

9,1 

10,9 

9,2 

S2/S 

0,132a 

0,293b 

0,215c 

================================================== 
Keterangan : 

a-b 

b-e 

a-c 

berbeda nyata 

berbeda nyata 

berbeda nyata 

p<0,001 ) 

p<O,Ol 

p<O,Ol 

Frequensi antigen pre-82 menurut status HBeAg terlihat 

pada Tabel 4 dan Tabel 5; terdapat 86% atau lebih sampel 

antigen pre-S2 positif baik pada pengidap HBsAg dengan 

HBeAg(+) maupun pengidap dengan HBeAg negatif. 

Untuk mengetahui frekuensi antigen pre-82 pada sampel 

dengan HBeAg titer tinggi, maka HBeAg diperiksa pada serum 

yang telah diencerkan 100 kali dalam 25% calf serum. Dari 

Tabel 4 dan Tabel 5 tampak tidak ada perbedaan frekuensi 

antigen pre-S2 antara pengidap HBsAg dengan HBeAg ( +) titer 

tinggi dan HBeAg(+) tanpa pengenceran (p >0,05). 
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Tabel 4. Frekuensi antigen pre-S2 pada donor darah 

pengidap HBsAg menurut status HBeAg 

=================================================== 
Subtipe 

HBsAg 

adw 

adr 

8.',/'W 

Tote.l 

n 

739 

136 

53 

928 

HBeAg positif 

S2(+) 

727 ( 98' 4; ;~ ) 

131 ( 97, o1-n 
53 (100,0%) 

HBeAg negatif 

n S2 (+) 

99 84 ( 84, 8/n 

81 69 ( 85,2%) 

18 18 c 100, o; . ~) 

198 171 ( 8 6 ' 41.5) b 

------------------------------------------------------------------------------------------------------
Keter~cngan : 

a-b : berbeda nyata (p<0,0001 ) 

Tabel 5. Frekuenei antigen pre-52 pada donor darah 

pengidap HBeAg menurut status HBeas(1:100) 

------------------------------------------------------------------------------------------------------
Subt ipe 

HBeAs 

ad~.; 

adr 

Total 

HBeAg(+) 1:100 

n 

682 

123 

857 

S2( + ) 

671 ( 98' 4/ ~) 

121 ( 98,4%) 

52 (100,0%) 

n 

156 

94 

19 

844 ( 98,5%)a 269 

HBeAg(-) 1 :100* 

S2(+) 

134 c 85,9/n 

79 

18 

84 ,0%) 

94' 7~0 

231 ( 85,9% )b 

=================================================== 
Keterangan : 

a-b berbeda nyata (p<0,0001) 

* : termasuk HBeAg(-) 1:1 
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Frekuensi antigen pre-S1 dibandingkan secara kualitatif 

pada 745 pengidap HBsAg dari ketiga subtipe yang mempunyai 

titer HBsAg (RPHA) >= 2 10 • 5 dan HBeAg(+) pada pengenceran 100 

kali. Tabel 6 menunjukkan bahwa frekuensi antigen pre-S1 pada 

pengidap HBsAg subtipe adr lebih tinggi dibanding pengidap 

subtipe adw dan ayw. 

Tabel 6. Frekuensi antigen pre-S1 pada donor 

darah pengidap HBsAg titer tinggi 

menurut subtipe HBsAg 

============================================== 
Subtipe 

HBsAg 

adw 

adr 

ayw 

Total 

N 

604 

102 

39 

745 

Antigen pre-S1(+) 

jumlah 

46 

100 

3 

149 

% 

20,0 

============================================== 
Keterangan : 

a -b : berbeda nyata ( p <0,001 ) 

Frekuensi antigen pre-S1 menurut status HBeAg terlihat 

pada Tabel 7 dan Tabel 8. Tampak bahwa frekuensi antigen pre-

S1 pada serum HBsAg(+)/HBeAg(+) lebih rendah dibanding serum 

dengan HBsAg(+)/HBeAg(-). 
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Tabel 7. Frekuensi antigen pre-51 pada donor darah 

pengidap HBsAg menurut status HBeAg 

=================================================== 
Subtipe HBeAg positif HBeAg negatif 

HBsAg n 51(+) n 51 ( +) 

e.dw 631 61 ( 9, 7~0 174 13 ( 7 ,5!!0 

adr 124 120 ce6,s~n 77 67 ( 87' 0!!0 

ayw 40 3 ( 7,5%) 20 11 (55,0%) 

Tot.9.l 795 1R4 ( ?':l 1"-') '9· J ~·J, ,'"Q 271 

------------------------------------------------------------------------------------------------------
Keterangan : a-b = berbeda nyata (p<0,001) 

Tabel 8. Frekuensi antigen pre-51 pada donor darah 

pengidap HBsAg menurut status HBeAg(1:100) 

------------------------------------------------------------------------------------------------------
Subtipe HBeAg(+) 1:100 HBeAg(-) 1:100* 

HBsAg n 51(+) n 51(+) 

e.dw 624 54 ( 8, 6 ~{,) 181 20 c 11, mo 
e.dr 111 107 (96,4~(.) 90 80 ( 88 '9~0 

ayw 39 2 ( 5,1%) 21 12 (57,1%) 

Tote. I 774 292 

------------------------------------------------------------------------------------------------------
Keterangan : a-b = berbeda nyata (p<0,0001) 

* : termasuk HBeAg(-) 1:1 

Gambar 1 (A, B, C) memperlihatkan frekuensi HBeAg pada 

1.168 pengidap HBsAg dengan titer HBsAg >= 2 8 . Te.mpe.k be.h'll-la 

pada titer HBe:Ag ycmg se.ma, frekuensi HBeAg pe.de. pengide.p 

HBsAg subtipe adw lebih tinggi dibanding subtipe adr dan ayw. 

88 

PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

DISERTASI PERBEDAAN IMUNOGENISITAS HEPATITIS MULYANTO



Jml 
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Gambar 1. Frekuensi HBeAg pada pengidap HBsAg 

subtipe adw, adr dan ayw 
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Pada 944 pengidap dengan HBsAg titer tinggi (>2 10 ), 

dibandingkan frekuensi HBeAg pada sampel yang diencerkan 100 

kali dalam 25% calf serum. Dari Tabel 9 nampak bahwa freku-

ensi HBeAg (titer tinggi) pada pengidap HBsAg subtipe adw 

jauh lebih tinggi dibanding pengidap subtipe adr dan ayw. 

Tabel 9. Frekuensi HBeAg pada pengidap HBsA~ 

titer tinggi menurut subtipe HBsAg 

================================================ 
Subtipe 

HBsAg 

adw 

adr 

ayw 

Total 

Jumlah 

sampel 

693 

190 

61 

944 

HBeAg( +) 1:100 

jumlah % 

648 

121 

49 

818 

93,5a 

63,7b 

80,3c 

86,6 

================================================ 
Keterangan 

a-b berbeda nyata (p < 0,0001) 

a -c berbeda n yata (p < 0,001) 

b-e berbeda nyata (p < 0,025) 
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BAHASAN 

Hasil peneli tian ini menunjukan adanya perbedaan kan­

dungan antigen pre-S2 pada pengidap HBsAg dari berbagai sub­

tipe HBsAg. Kandungan rata-rata antigen pre-S2 dan frekuensi 

antigen pre-Sl pada serum-serum pengidap VHB subtipe adr 

lebih tinggi dibanding subtipe adw. 

Regia S genome VHB dibagi menjadi gena S yang mengkode 

sintesa major protein (protein S) dan regia pre S (pre-Si dan 

pre-82) yang mengkode sintese protein pre-S. Menurut Tiollais 

et al. (1984; 1988) DNA VHB terdiri atas sekitar 3200 pasang­

an basa; jumlahnya berbeda untuk tiap subtipe. Jumlah pasang­

an basa pada subtipe ayw berkisar antara 3182-3188, subtipe 

adw antara 3200-3221 dan pada subtipe adr berkisar antara 

3188-3214. Perbedaan molekul DNA VHB dari subtipe yang berbe­

da adalah sebesar 8%-10%, kecuali pada subtipe ayr yang hanya 

berbeda sekitar 2% dari subtipe adr; sedang pada subtipe yang 

sama perbedaan terse but hanya 1, 5%-2%. Protein pre-82 

(middle protein) merupakan produk regia pre-82 dan gena S; 

tersusun atas 281 asam amino dan terdiri atas glikoprotein 

yang terdapat dalam dua bentuk yaitu GP33 (satu glikan) dan 

GP36 (dua glikan). Regia pre-81, pre-82 dan gena S mengkode 

sintesa protein pre-81 (large protein), yang terdapat dalam 

bentuk glikosilat (GP42) dan bentuk nonglikosilat (P39). 

Panjang polipeptida pre-81 bervariasi tergantung subtipe; 108 

pada subtipe ayw dan 119 pada subtipe adw, adr dan ayr (Tiol­

lais et al., 1988). 
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Signal-signal untuk mernulai proses sintesa protein S 

lebih kuat dibanding untuk protein pre-S. Dengan rnekanisrne 

ini dirnungkinkan untuk terjadinya sintesa berbagai protein 

HBsAg (dengan perbedaan akhiran N) dari satu open reading 

frame yang kontinyu. Perbedaan kecepatan sintesa protein S, 

pre-S2 dan pre-S1 terlihat pada komposisi ketiga macam parti­

kel virus dalarn darah individu yang terinfeksi VHB. Partikel 

HBsAg bulat dan partikel tubuler terutama terdiri atas pro­

tein S (major protein); sedang proporsi protein pre-S2 pada 

ketiga p a rtikel HBsAg adalah sama yaitu antara 5-10%, tetapi 

p a rtikel HBsAg bulat pada serum penderita dengan HBeAg posi­

tif mengandung lebih banyak protein pre-S2 dibanding penderi­

ta dengan anti-HBe positif. Sebalikny a protein pre-S1 merupa­

ka n 15% dari protein HBsAg partikel Da ne dan partikel HBsAg 

tubuler, tetapi hany a rnerupa ka n 1- 2% dari protein partikel 

HBsAg bulat (Tiollais et al., 1985; Stibbe & Gerlich., 1982). 

Adanya perbedaan genome antar subtipe VHB mernberi petun­

juk b a hwa p a da suatu daerah/populasi genetik y ang sama, eks­

presi genome VHB pada indi v idu yang t erinfeksi dapat dipenga­

ruhi oleh subtipe v irus; terutama ekspresi regio pre-S. Sam­

p a i saat i ni telah bany ak penelitian mengenai antigen pre-S, 

tetapi penelitian seroepidemiologik ten t ang hubungan antigen 

pre-S deng an subtipe HBs Ag belum pernah dil a kukan. Hasil 

penelitian ini konsisten dengan landas a n teori tersebut; pada 

peng i dap HBsAg pria dewasa di J aka rta dan Surabay a terdapat 

perbedaan kandungan antigen pre-S2 y ang tergantung subtipe 

v irus. Serum pengidap 

lebih banyak antigen 

adw dan subtipe a yw. 

VHB subtipe adr 

pre-S2 dibanding 
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Lalu mengapa bisa ter jadi perbedaan kandungan antigen 

pre-82 diantara berbagai subtipe HBsAg ? Telah diketahui ada 

dua transkrip utama yang mengatur sintesa protein HBsAg yaitu 

RNA 2,5 kb yang mempunyai initiation site sebelum regia pre-

51 dan berfungsi mengatur sintesa protein pre-81 (large 

protein) serta RNA 2,1 kb yang dibagi dua yaitu rantai pan­

jang dan rantai pendek. RNA 2,1 kb panjang mempunyai 

initiation site pada regia pre-81 dan berfungsi mengatur 

sintesa protein pre-82 (middle protein), sedang RNA 2, 1 kb 

pendek mempunyai initiation site pada regia pre-82 dan ber­

fungsi mengatur sintesa protein S atau major protein 

(Mayumi, 1990). Belum diketahui mengapa suatu transkrip rela­

tif terdapat lebih banyak pada suatu subtipe v irus dibanding 

subtipe yang lain. Terdapat kemungkinan bahwa lebih banyaknya 

transkrip 2,1 kb panjang pada VHB subtipe adr dibanding VHB 

subtipe adw dan ayw adalah disebabkan oleh adanya perbedaan 

rangkaian (akibat perbedaan subtipe HBsAg) dalam regia yang 

bertanggung jawab untuk memacu t r a nskripsi gena pre-82. Apa­

kah memang demikian mekanismenya, belum a da y ang tahu. Pene­

litian lebih lanjut oleh para ahli biologi molekuler diharap­

ka n akan dapat menjawab pert a nyaan ini. 

Kandungan antigen pre-S pada serum pengidap HBsAg dipe­

ngaruhi oleh aktifitas virus; yaitu apakah v irus masih dalam 

fase replikatif atau nonreplikatif. Baik HBsAg selubung par­

tikel Dane dan partikel HBsAg tubuler mengandung protein y ang 

di kode oleh gena S maupun re g ia pre-S. Sebaliknya partikel 

HBsAg bulat susunan proteinnya tergantung pada fase 

dakny a replikasi virus. Pada fase replikasi aktif, 

ada ti­

part ikel 

HBsAg bulat mempunyai susunan protein y ang sarna dengan prote­

in HBsAg selubung partikel Dane; tetapi pada fase non repli-
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katif. partikel HBsAg bulat praktis tidak mengandung protein 

yang dikode oleh regie pre-S (Stibbe and Gerlich, 1982; Heer­

mann et al ., 1984; Tiollais et a l ., 1985). Fase replikasi 

aktif 

HBeAg 

virus dapat dikete.hui ante.ra lain denge.n pemeriksae.n 

titer HBeAg tinggi 

Mayumi, 1985) . De. lam 

serum; pada fase ini didapatkan 

al ., 1981; tvliyalrawa and (Baraldini e t: 

penelitian ini telah dibandingkan kandungan antigen pre-S 

pe.da serum HBeAg titer tinggi de.ri pengidap HBsAs berbase.i 

subtipe. Dengan demikian semua serum yang dibandingkan bera­

se.l dar·i pengidap VHB de. lam fase replilratif. Oleh karena i tu. 

dapat disingkirkan adanya kemungkinan bahwa perbedaan kan­

dunsan antigen pre-S tersebut akibat adanya perbedaan aktifi­

tas replikasi virus (replikatif/non-replikatif) dalam tubuh. 

Antigen pre-S merupake.n iinmunodo;TJ.in-:.."'ln t ep.i tope , deng.s.n 

demikian adanya antigen pre-S akan meningkatkan imunogenisi­

tas HBsAg . Pare. e.hli melaporkan bahwa antigen pre-S mernpu­

nyai imunogenisitas yang kuat baik pada binatang percobaan 

maupun pe.da nw.nusie. (Stevens et al .• 1984; Neurath et aJ. ., 

1984; 1985; 1986; 1987a; Tabor et al ., 1990; Petre and Pee-

termans, 1990). Atas de.ee.r pedorna:n ke.ndunse.n e.ntigen pr·e-S 

sebagai parameter imunogenisitas, maka basil penelitian ini 

menunjuka.n be.hwe. e:ubtipe HBsAg berpense.ruh terhade.p imuno-

genisitas 

.Jal{e.rta 

HBe:Ag pada serum pengidap HBe:Ag pria dewasa di 

dan Sura.be.ye.; HBe:Ag pade. e:erum pensid.5.P VHB subtipe 

adr lebih imunogenik dibanding pengidap subtipe adw dan ayw. 

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa antigen pre-52 

positif pada sebagian besar pengidap HBs4g ~ baik pengidap 

dengan HBe4g posi ti f maupun pengidap dengan HBeHg negati f _: 

dengan demikian status antigen pre-S serum bukan merupakan 

parameter yang baik untuk menunjukkan ada tidaknya aktifitas 

replikasi VHBR 
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Hadziyannis et al. (1987), Kurai et al. (1987 & 1989), 

dan para ahli lain rnelaporkan hubungan antigen pre-S dengan 

adanya replikasi ak~if VHB pada penderita penyakit hati. 

Hasil peneli tiannya rnenunjukkan bahwa antigen pre-S berhu­

bungan erat dengan parameter replikasi virus seperti DNA VHB 

dan HBeAg. Pada penderita hepatitis akut, antigen pre-S · bia­

sanya diternukan dalarn serum pada fase awal penyakit bersama 

parameter virus lain seperti HBeAg, DNA VHB dan HBsAg. Pada 

penderita yang sernbuh, hilangnya antigen pre-S mendahului 

turunnya titer HBsAg (Pontisso et al., 1983; Neurath et al., 

1986; Ferrari et al., 1987). Berbeda dengan pada penderita 

penyakit hati, pada pengidap HBsAg asirntornatik adanya antigen 

pre-S2 tidak erat berhubungan dengan replikasi v irus (Hess et 

al., 1987; Hu et al., 1987). Hess et al., (1987) rnelaporkan 

bahwa adanya perbedaan ekspresi a ntig e n pre-S pada pengidap 

HBsAg adalah disebabkan oleh perbedaan titer HBsAg; menurut 

Hu et al. ( 1987) dalam semua sampel yang mengandung HBsAg 

lebih dari 50-100 ng/ml diharapkan dapat dideteksi adanya 

antigen pre-S. Dalam laporann ya disimpulkan bahwa adanya 

antigen pre -S (S 1 dan S2) tidak berhubungan dengan replikasi 

virus, dilihat dari adanya DNA VHB . Hal ini berbeda dengan 

pendapat The ilrnan et a1 .(1 986}, Hadziyannis et al. (1987) , 

Kurai et al. ( 1987 & 1989), yang me n yatakan bahwa antigen 

pre-S berhubungan erat deng an viremia (replikasi aktif). 

Menurut Hess dkk., perbeda~n temuan ini mungkin disebabkan 

oleh karena pada peneli tiannya digunakan reagen yang sangat 

sensitif untuk mendeteksi antigen p re-S1 dan pre-S2, sehingga 

masih terdeteksi adanya antigen pre-S walaupun parameter 

replikasi yang lain sudah tidak terdeteksi. Kesimpulan Hess 

dkk. (1987 ) disokong oleh Hu dkk. (1987) yang rnelaporkan 
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bahwa adanya antigen pre-S serum pada pengidap HBsAg asim­

tomatik bukan merupakan petanda yang baik untuk menunjukkan 

replikasi virus. Dalam penelitiannya Hu dkk. mendapatkan 

tidak adanya hubungan antara adanya antigen pre-S (Sl dan S2) 

· derigan status HBeAg; adanya antigen pre-S tergantung dari 

titer HBsAg serum. 

Dalam penelitian ini sebagian besar serum HBsAg positif 

yang diperiksa menunjukkan a~tigen pre-S2 positif, baik pada 

serum HBeAg ( +) maupun serum HBeAg (-). Demikian pula dengan 

frekuensi antigen pre-Sl; frekuensi antigen pre-Sl pada peng­

idap HBsAg dengan HBeAg positif bahkan lebih rendah dibanding 

pengidap dengan HBeAg negatif. Dalam penelitian ini digunak~n 

reagen (Elisa} yang kurang sensitif untuk mendeteksi adanya 

antigen pre-Sl serum, sehingga positifnya antigen pre-Sl 

menunjukkan bahwa serum mengandung antigen pre-Sl titer ting­

g i. Has i l penel i tian ini menunjukkan bahwa adanya antigen 

pre-S1, ternyata tidak tergantung status HBeAg. Dengan demi­

kian hasil penelitian ini menyokong pendapat Hess dkk. (1987) 

serta Hu dkk. ( 1987) bahwa status antigen pre-S serum bukan 

merupakan petanda yang baik untuk menunjukan adanya replikasi 

virus; t etapi lebih tepat untuk menunjukan tingkat aktifitas 

replikasi virus, sepert i p end a pat y ang diajukan para ahli 

lain (Kurai et al., 1987 & 1989; Ibarra et al., 1987; Hadzi­

yannis et al., 1987). 

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa pada pengidap 

HBsAg di Jakarta dan Surabaya didapa tkan subtipe adw lebih 

menonjol dibanding subtipe adr dan ayw; tidak ditemukan ada­

nya subtipe ayr. 
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Subtipe HBsAg adalah virus-specific dan bila seseorang 

tertular oleh VHB dari salah satu subtipe maka ia akan mende­

rita infeksi VHB dengan subtipe yang sama . Karena itu subtipe 

HBsAg merupakan petanda epidemiologik penting yang dipakai 

untuk mengidentifikasi sumber infeksi (Shorey, 1976; Le Bou­

vier et al., 1972). Di dunia terdapat variasi geografik dari 

frekuensi berbagai subtipe HBsAg dan variasi ini lebih banyak 

berhubungan dengan daerah tempat asal individu dari pada 

daerah tempat tinggal individu sehingga dapat membantu 

menelusuri migrasi penduduk pengidap VHB dimasa lampau (Maz­

zur et al., 1974; Courouce-Pauty et al., 1983). Subtipe adw, 

ayw dan adr terdapat luas di berbagai bagian dunia; sedang 

subtipe ayr sangat jarang didapatkan. Dilaporkan subtipe ayr 

antara lain didapatkan di daerah Oceania dan Jepang. Satu ­

satunya laporan yang menunjukan adanya subtipe ayr di Indone­

sia adalah laporan Gunawan dkk (1985). Dalam penelitiannya 

pada penduduk di daerah Lombok bagian utara, Gunawan dkk. 

mendapatkan 3 (18%) subtipe ayr dari 16 pengidap HBsAg yang 

diperiksa. 

Dalam penelitian ini pemeriksaan subtipe HBsAg dilakukan 

pada sampel yang cukup b e s a r ( 2.193 donor) dan penentuan 

subtip e HBsAg dilakukan sampa i de termin a n subtipik w/ r. Di 

Jakarta dan Surabay a did a patkan tiga s ubtipe utama HBsAg 

yaitu subtipe adw, adr d a n ayw, d e ng an subtipe adw yang pa­

ling menonj o l; tid a k di temukan ad a ny a subtipe ayr. Hasil 

penelitian ini me mperku a t l a p o r a n para peneliti lain yang 

jug a mendapatkan bahwa di P. Jawa subtipe HBsAg yang paling 

dominan adalah subtipe adw (Sulaiman et a l., 1981; Mulyanto, 

1987; Mulyanto et al., 1990). 
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Hasil penelitian ini menunjukkan adanya perbedaan 

frekuensi HBeAg pada pengidap HBsAg dari berbagai subtipe. 

Pada titer HBsAg yang sama frekuensi HBeAg pada serum-serum 

pengidap subtipe adw lebih tinggi dibanding subtipe adr dan 

ayw; frekuensi HBeAg pada serum-serum pengidap HBsAg subtipe 

ayw juga lebih tinggi dibanding subtipe adr. 

Telah banyak laporan mengenai hubungan aspek geografik 

dan etnik dengan subtipe HBsAg, tetapi sangat jarang dilapor­

kan hubungan antara subtipe HBsAg dengan frekuensi HBeAg. 

Laporan-laporan dari Belgia, Perancis dan Amerika Serikat 

menunjukan hasil yang berbeda-beda. Vranck x et al (1980) 

melaporkan bahwa tidak ada hubungan antara subtipe HBsAg 

deng an adanya HBeAg dan anti -HBe pada pengidap HBsAg asim­

tomatik di Belgia. Dalam penelitiannya Vranckx et al. hanya 

membedakan subtipe ad dan subtipe ay; di Belgia · didapatkan 

prevalensi relatif subtipe ad dan ay masing-masing sebesar 

68% dan 32%; dengan frekuensi HBeAg (RIA) pada subtipe ad dan 

ay masing-masing sebesar 71% dan 72% . Selanjutnya dilaporkan 

bahwa yang mempengaruhi frekuensi HBeAg adalah titer HBsAg 

serum; makin tinggi titer HBsAg akan makin sering didapatkan 

HBeAg. Laporan dari Amerika Serikat ~an Perancis menunjukkan 

bahwa subtipe HBsAg berpengaruh terhadap frekuensi HBeAg. Di 

Amerika Serikat didapatkan frekuensi HBeAg sebesar 12% pada 

pengidap HBs Ag subtipe ad dan 34% pada subtipe ay; sedang di 

Perancis didapatkan frekuensi HBeAg sebe s ar 17,5% pada pengi­

dap HBsAg subtipe ad dan 8% pada subtipe ay (Nath et al., 

1978 dan Courouce-Pauty et al., 1978). 

Menurut Szmuness et al. ( 1981) terdapat beberapa faktor 

yang berpengaruh terhadap besarnya variasi frekuensi HBeAg 

d alam suatu populasi. Faktor -faktor tersebut adalah rute 
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infeksi (cara penularan), besarnya dosis infeksius predispo­

sisi genetik, kemampuan sistem imun tubuh, intensi tas dan 

frekuensi terpapar virus serta lamanya mengidap VHB. Szmuness 

mengatakan bahwa faktor yang paling berpengaruh adalah lama­

nya mengidap infeksi VHB, makin lama telah mengidap VHB akan 

makin rendah frekuensi HBeAg. Menurut Miyakawa dan Mayumi 

(1985) status HBeAg pada pengidap VHB kronik dipengaruhi oleh 

banyak faktor termasuk status imunologik, etnik, sosiso-eko­

nomik/gizi, jenis kelamin dan umur host. Bila gizi individu 

baik maka kemungkinan untuk terjadi serokonversi menjadi 

anti-HBe(+) akan makin besar, hal ini diduga berhubungan 

dengan status imunologik tubuh yang makin baik dengan memba­

iknya gizi (Nishioka, 1985). 

Berbeda dengan basil penelitian dari Belgia, Perancis 

dan Amerika Serikat tersebut, hasil penelitian ini menunjukan 

adanya perbedaan frekuensi HBeAg pada pengidap HBsAg subtipe 

ad ( adw dan adr) frekuensi HBeAg pada pengidap HBsAg sub-

tipe adw lebih tinggi dibanding pengidap HBsAg subtipe adr. 

Rupanya perbedaan determinan subtipik w/r berpengaruh penting 

terhadap ekspresi genome v irus; seperti juga terbukti pada 

penelitian tahap II, determinan d dari subtipe adr ternyata 

lebih antigenik diband ing determinan d dari subtipe adw. 

Temuan ini memperjelas apa yang selam a ini masih menjadi 

perdebatan para ahli; ternyata subtipe HBsAg berpengaruh 

terhadap frekuensi HBeAg serum pengidap HBs Ag . Mengapa demi­

kian, sampai sekarang belum diketahui jawabannya. Terdapat 

kemungkinan bahwa persistennya HBeAg pada suatu subtipe HBsAg 

tersebut berhubungan dengan kelainan genome v irus yaitu ada­

nya defect pada regia pre - C . 
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Kerusakan (defect) pada regia pre-C genome virus hepati­

tis B sekarang sedang menjadi topik penelitian yang hangat. 

VHB dengan defect regia pre-C ini banyak terdapat pada pende­

rita penyakit hati kronik di negara-negara Mediterania serta 

Asia dan biasanya penderi ta menunjukkan gejala klinis yang 

berat (Hadziyannis et al., 1990). Ternyata adanya defect pada 

regia pre-C tersebut dapat menyebabkan serokonv ersi dari 

HBeAg positif menjadi HBeAg negatif . Hal ini disebabkan oleh 

karena sintesa dan sekresi HBeAg diatur bersama oleh regia 

pre-C dan regia C dari genome VHB; bila terjadi defect pada 

regia pre-C maka HBeAg tidak dapat disekresi kedalam sirku­

lasi darah, akibatnya HBeAg serum menjadi negatif (Ou et al., 

1986; McLachlan , 1987; Rossinck et al. cit. Tiollais et al., 

1988). Hasil penelitian ini memancing dugaan bahwa VHB subti­

pe adw -pada pengidap HBsAg di Jakarta dan Surabaya- mempu­

nyai suatu mekanisme genetik yang dapat menghambat terjadinya 

defect pada regia pre-C, sehingga status HBeAg posi tif pada 

pengidap HBsAg subtipe adw akan lebih lama bertahan. Akibat­

nya frekuensi HBeAg pada serum pengidap HBsAg subtipe adw 

lebih tinggi dibanding pengidap HBsAg subtipe adr dan ayw . 

Kemungkinan lain adalah adanya suatu heterogeni tas faktor­

fakt or virus dan atau faktor host yang dapat memperpanjang 

serokonv ersi dari HBeAg posi tif menjadi HBeAg negatif pada 

pengidap HBsAg di Jakarta dan Surabay a. 

Dalam pene li tian in i pengaruh faktor umur pengidap HBsAg 

terhadap status HBeAg dapat dikesampingkan, karena rata-rata 

umur donor darah a ntara pengidap HBsAg subtipe adw, adr dan 

ayw tidak berbeda nyata. Demikian pula dengan pengaruh jenis 

kelamin, karena sampel dalam penel i tian ini hanya terdiri 

atas donor darah pria; hal ini disebabkan oleh sangat sedi-
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kitnya donor darah wanita yang mengidap HBsAg (kurang dari 

3~6). Pengaruh faktor gizi dan predisposisi genetik juga bisa 

diabaikan dengan asumsi bahwa fe.l{tor-faktor tersebut terse­

bar secara acak diantara subtipe adw, adr dan ayw. Menurut 

Vranckx et al= (1980) yang berpengaruh terhadap frekuensi 

HBeAg pada pengidap HBsAg ade.lah titer HBsAg. Titer HBsAg 

serum ini seGe.ra tidak le.ngsung juga menunjul{an aktifi tas VHB 

dalam tubuh, kemampuan sistem imun tubuh untuk menghilangkan 

virus dan lamanya mengidap VHB. Pada infeksi akut biasanya 

didapatkan titer HBsAs yang rendah dan makin tinggi titer 

HBsAg ake.n makin sering dijumpai HBeAg dalam serum (Villare­

jos e t al ., 1980; Vyas and Blum, 1984). Hasil penelitian ini 

menunjukkan bahwa pada titer HBsAg yang sama, HBeAg lebih 

sering dide_patkan pada pengidap HBsAg subtipe adw dibanding 

su.bt ipe adr dan ayw; frekuensi HBeAg pada pengidap HBsAs 

subtipe ayw juga lebih tinggi dibanding pengidap subtipe adr. 

Jadi cukup beralasan bila diambil kesimpulan bahwa subtipe 

HBsAg berpengaruh terhadap e.danye_ HBeAg d.alam serum, dengan 

demikian juga berpengaruh terhadap infektifi tas ser1J.m pengi-

dap VHB. 

Nenjadi pertany·aan a.pakah adan_ya perbedaan kandungan 

antigen pre-S dan frekuensi HBeAg pada serum-serwTJ pengida.p 

HBs4q tersebut dapat mempengaruhi perjalana.n infeksi VHB pada 

indi v idu yang terin feksi. 

Telah diketahui bah~;va VHB sebetulnya bukan virus yang 

sitopatik , terjadinya kerusakan sel hati pada penyakit hepa­

titis B ade.le.h akibat real{si imunologie: t .ubuh penderi ta ter­

hadap sel-sel hati yang terinfeksi VHB . Dengan demikian hepa­

titis yang terjadi tergantung pada interaksi yang komplek 

e.nte.re_ agent yang menginfel{si dan ree:pon imun host (Dudley e t 
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al., 1972; Dienstag, 1984; Klingenstein & Dienstag, 1985). 

Dudley et al. ( 1972) mengajukan hipotesis bahwa kemampuan 

cell mediated dari sistem imun tubuh menentukan apakah infek­

si itu akan hilang atau terus bertahan dengan berbagai ting­

kat kerusakan sel hati. Bila reaksi imunologik tersebut tidak 

ada atau sangat sedikit maka akan terjadi pengidap sehat. 

Hepatitis akut terjadi bila reaksi imunologik cukup memadai 

sehingga menimbulkan ne ~ rosis sel yang diikuti oleh hilangnya 

VHB dari sel hati; sedang bila reaksi imunologik tersebut 

tidak memadai untuk dapat menghilangkan seluruh VHB dari sel 

hati, akan terja di hepatitis kronik. 

Respon imun host antara lain dipengaruhi oleh imunogeni­

sitas agent yang menginfeksi. VHB dengan imunogetiisitas ting­

gi akan lebih mudah dikenali oleh sistem imunitas tubuh. 

Karena protein pre-S imunogenisitasnya tinggi, maka VHB dari 

subtipe yang mengandung banyak antigen pre-S akan lebih mudah 

memacu respon imun tubuh yang adekua t. Aki ba tnya indi v idu 

yang terinfeksi akan lebih banyak menderi ta hepatitis akut 

yang diikuti hilangnya VHB. Sebaliknya infeksi VHB daii sub­

tipe yang sedikit mengandung an tigen pre-S akan lebih banyak 

menimbulkan respon imun yang tidak adekuat; sehingga mengaki­

batkan pengidap VHB kronik. Dengan demikian, distribusi sub ­

tipe tersebut pada populasi akan lebih banyak dibanding sub­

tipe VHB yang banyak mengandung antigen pre - S . 

Pre valensi relatif subtipe VHB pada pengidap HBsAg kro­

nik di Amerika Serikat mirip dengan di Jakarta dan Surabaya, 

prevalensi subtipe adw di Amerika Serikat lebih banyak diban­

ding subtipe adr dan ayw. Holland et al. (1972) dan Gerety et 

al. ( 197 5) melaporkan bab.;ra subtipe VHB berpengaruh terhadap 

perjalanan klinik penyakit; individu yang terinfeksi VHB 
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subtipe adw cenderung lebih banyak yang menjadi kronik diban­

ding indi vidu yang terinfeksi VHB subtipe ayw Di Jepang, 

distribusi subtipe VHB pada pengidap kronik berlawanan dengan 

pada penderi ta hepatitis B akut. Pada pengidap kronik dida­

patkan subtipe adr lebih banyak dari pada subtipe adw; sedang 

pada penderita hepatitis B akut distribusinya terbalik, sub­

tipe adw lebih banyak dibanding subtipe adr (Tachibana et 

al., 1989; Mayumi, komunikasi pribadi). Dari hipotesis Dudley 

serta laporan-laporan dari Amerika dan Jepang tersebut tampak 

suatu pola , yaitu bahwa indivi du yang terinfeksi VHB dengan 

subtipe yang menonjol (adw di Amerika dan adr di Jepang) 

cenderung menjadi kronik hila dibanding individu yang terin­

feksi VHB dengan subtipe yang tidak menonjol (ayw di Amerika 

dan adw di Jepang) . Pola tersebut diperkirakan juga berlaku 

di Jakarta dan Surabaya, daerah dengan prevalensi subtipe adw 

yang menonjol. Disini VHB subtipe adw mengandung sedikit 

antigen pre - S te tapi mempunyai infektifitas yang lebih tinggi 

(frekuensi HBeAg tinggi) dibanding VHB subtipe adr, sehingga 

individu-individu yang terinfeksi subtipe adw akan lebih 

banyak menderita antigenemia yang persisten dan hepatitis 

kronik diba nding hila terinfeksi VHB subtipe adr . Karena itu 

prevalensi pengidap VHB subtipe adw di Jakarta dan Surabaya 

lebih tinggi dibanding subtipe adr . Menjadi pertanyaan apakah 

demikian mekanisme yang sesungguhnya; diperlukan banyak 

bukti untuk menyokong pendapat ini. Peneli tian klinik pada 

penderita hepatitis B akut diberbagai daerah dengan distribu­

si subtipe VHB yang berbeda, diharapkan dapat memberikan 

bukti - bukti untuk menjawab pertanyaan ini. 
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PENELITIAN TAHAP II 

Pemurnian HBsAg 

Pemurnian HBsAg tahap akhir (sucrose rate) dilakukan 6 

kali untuk tiap-tiap subtipe, sehingga untuk subtipe adw, adr 

dan ayw masing-masing diperoleh 6 lot HBsAg murni. Hasil 

HBsAg murni dari 1 liter plasma untuk tiap subtipe ditampil-

kan pada Tabel lOA, lOB dan lOC. Tampak baht-.ra dari 1 liter 

plasma dengan HBsAg positif titer tinggi dapat diperoleh 

sekitar 24-76 mg HBsAg murni. 

Tabel lOA. Hasil pemurnian HBsAg subtipe adw 

------------------------------------------------------------------------------------------------------------
No. 

lot 

1. 

r; 
~. 

3. 

4. 

5. 

6. 

Vol. 

(cc) 

24 

! ; ~ 

0::..•..1 

23 

r;~ 
.:::...•..1 

23 

1;':) 

.::..•..J 

Rata-re.te. 

Titer HBsAg (211
) Hasil HBsAg 

awal murni mg/1 

13,5 17,0 33,62 27,15 

13,5 17,5 41,54 36,80 

13 , 5 17,5 41,05 36,80 

13, E) 17,5 38,94 36,80 

13,5 17,5 37,77 36,80 

13,5 17,5 38,71 36,80 

38,60 35,19 

------------------------------------------------------------------------------------------------------------
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Tabel lOB. Hasil pernurnian HBsAg subtipe adr 

====================================================== 
No. 

lot 

1. 

2. 

3 . 

4. 

5. 

6. 

Vol. 

(cc} 

20 

20 

20 

20 

20 

20 

Rata-rata 

Titer HBsAg (2n) 

awal rnurni 

14,5 19,0 

14,5 18,5 

14 '5 18,5 

14,5 19,0 

14,5 19,0 

14,5 18,5 

Hasil HB.sAg 

rng/1 recovery (%) 

81,26 45,25 

75,84 32,00 

70,04 32,00-

81,00 45,25 

74,34 45,25 

77,78 32,00 

76,79 38,62 

====================================================== 

Tabel 10C. Hasil pernurnian HBsAg subtipe ayw 

====================================================== 
No . 

lot 

1. 

2 . 

3. 

4 . 

5. 

6. 

Vol. 

(cc } 

21 

21 

21 

21 

21 

21 

Titer HBsAg (2n) 

awal murni 

13,0 16,5 

13,0 17,5 

13, 0 17,0 

13,0 17,0 

13,0 17,0 

13,0 17,0 

Hasil HBsAg 

mg/1 recovery {%) 

23,23 23,76 

24,67 47,52 

24,17 33,60 

23,89 33 ,60 

23,89 33,60 

24,86 33,60 

------------------------------------------------------
Rata-rata 24,12 34,28 

====================================================== 
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Hasil pemurnian HBsAg dievaluasi dengan merneriksa 

optical density scanning (200-360 nm), aktifitas spesifik 

HBsAg, SDS PAGE dan pemeriksaan elektronrnikroskopik. 

Garnbar 2 (A, B, C) rnenampilkan perneriksaan optical 

density scanning basil pemurnian HBsAg subtipe adw, adr dan 

a yw. Tarnpak adanya characteristic shoulder di daerab gelom-

bang 290 nm dari basil pemurnian t a b a p KBr rate dan Sucrose 

rate; basil perneriksaan ini menunjukkan babwa HBsAg yang 

diperoleb cukup murni. 

S • eto.rt 

i - lluoiant JCBr 
2 n Rebuoyo.nt Kl!r 

~ · . KBr .rate 

4 • Sucroee rate 

. . . 
Ge.mbo.r 2h. Fomerikeaan optical denelty eo enning 
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Tabel 11 menampilkan aktifitas spesifik HBsAg murni 

menurut subtipe. Secara tidak langsung aktifi tas spesifik 

dapat mencerminkan kemurnian relatif HBsAg antara HBsAg 

murni dari ketiga subtipe. Dari tabel tersebut tampak 

ti~ak ada perbedaan bermakna antara aktifitas spesifik 

HBsAg murni subtipe adw, adr dan ayw. 

Tabel 11. Perbandingan aktifitas spesifik 

HBsAg murni menurut subtipe 

================================================ 

No. 

Lot 

1. 

2. 

3. 

4 . 

5. 

5. 

Rata-

rata 

adH 

24.521 

26.897 

27.220 

28.687 

29.578 

28.870 

27.628a 

Aktifitas spesifik HBsAg 

adr 

33.817 21.968 

25.621 41.328 

27.742 29.836 

33 .9 29 30 .188 

36 .967 30.188 

24 .9 85 29.024 

30.510a 30.422a 

================================================ 
Keterangan 

a-a tidak berbeda nyata (p > 0,05) 
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Pemeriksaan SDS PAGE dan pemeriksaan elektronmikroskopik 

dilakukan di Institute of Immunology, Tokyo, Jepang. Gambar 3 

dibawah ini menampilkan hasil pemeriksaan SDS PAGE. 

Subtipe adr : 

1. start 

2. KBr rate 

3-8. Sucrose 

SDS PAGE 10-20% 

Subtipe ayw : 

9 . start 

10 . KBr rate 

11 - 16. Sucros e 

Subtipe adw : 

1 7. start 

18. KBr rr>te 

19-24. Suc ros e 

Gambar 3. Pemeriksaan SDS PAGE basil pemurnian HBsAg 
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Pada pemeriksaan SDS PAGE tampak jelas adanya pita pada 

daerah dengan BM antara 20-30 KD yang mencerminkan peptida S; 

samar-samar terlihat pita pada daerah dengan BM sekitar 35 KD 

yang mencerminkan peptida pre-S2 serta pita pada daerah de­

ngan BM sekitar 43 KD yang mencerminkan peptida pre-Sl. Ba­

yangan pita pada sekitar daerah 35 KD dan 43 KD terutama 

terlihat pada HBsAg subtipe adr. Adanya peptida pre-S2 dikon­

firmasi dengan hasil pemeriksaan Elisa; tetapi pemeriksaan 

Elisa untuk mendeteksi peptida pre-Sl pada subtipe adw dan 

subtipe ayw menunjukkan hasil negatif. Hal ini memberi petun­

juk bahwa reagen Elisa yang dipakai untuk mendeteksi antigen 

pre-S1 sangat rendah sensitifitasnya, masih kurang sensitif 

dibanding metoda SDS PAGE. Hasil pemeriksaan SDS PAGE juga 

memperlihatkan bahwa masih terdapat kontaminan protein dalam 

hasil akhir pemurnian HBsAg (suc rose rate); ini terlihat 

dengan adanya bayangan pita pada daerah dengan BM sekitar 67 

KD yang jelas makin kabur bila dibandingkan dengan plasma 

awal . Kemungkinan be sar kontaminan tersebut adalah albumin, 

yang biasanya memang tidak bisa 100% dipisahkan dari HBsAg 

pad a pemurnian dengan car a ul trasentri fugasi. Bayang- bayang 

kontaminan tersebut tampak hampir sama jelas baik pada subti-

p~ adw, adr maupun subtipe ayw. 

Hasil pemeriksaan antigen pre-S2 ( RPHA), menunjukan 

bahwa subtipe HBsAg berpengaruh terhadap banyaknya kandungan 

antigen pre -S2 HBsAg. Dari Tabel 12 tampak bahwa HBsAg murni 

subtipe adr mengandung lebih banyak antigen pre-S2 dibanding 

HBsAg murni subtipe adw dan ayw . 
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Tabel 12. Perbandingan kandungan antigen pre-S2 

(titer S2/titer S) HBsAg murni menurut 

subtipe HBsAg 

------------------------------------------------------------------------------------------------------

No. 

lot 

1. 

2. 

3. 

4. 

5. 

6. 

Rata-rata 

adw 

0' 005_5 

0,0028 

0,0039 

0,0055 

0,0028 

0,0055 

0,0043a 

Subtipe HBsAg 

adr ayw 

0,0313 0,0028 

0,0884 0,0010 

0,3535 0,0010 

0,0625 0,0039 

0,1250 0,0039 

0,3535 0,0019 

0,1690b 0,0024c 

------------------------------------------------------------------------------------------------------
Keterangan 

a-b 

a-c 

b-e 

berbeda nyata 

berbeda nyata 

berbeda nyata 

p<0,0001 

p<0,01 ) 

p<0,0001 

.. 

Pemeriksaan elektronmikroskopik dilakukan dengan perbe-

saran akhir 100.000 kali, dengan pengecatan uranyl acetate 

2%. Pada Gambar 4A, 4B dan 4C tampak beberapa partikel HBsAg 

tubuler diantara banyak sekali partikel HBsAg bulat; tidak 

tampak adanya partikel Dane. 
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Gambar 4A. Pemeriksaan e7ektronmikroskopik 

HBsAg murni subtipe adw 

Gambar 48. Pemeriksaan e7ektronmikroskopik 

HBsAg murni subtipe adr 

1 1 2 
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Gambar 4C. Pemeriksaan elektronmikroskopik 

HBsAg murni subtipe ayw 

Hasil pemurnian HBsAg dalam penelitian ini menunjukan 

tidak ada perbedaan kemurnian yang bermakna antara HBsAg 

subtipe adw, adr dan ayw. Menurut Mayumi (komunikasi pribadi) 

kemurnian relatif HBsAg antar lot dapat dinilai dengan cara 

membandingkan aktifitas spesifiknya . Cara penilaian ini meru­

pakan cara yang sederhana tetapi · dapat diandalkan. Dengan 

demikian, perbandingan akt ifitas spesifik antara ketiga sub­

tipe HBsAg dapat mencerminkan perbandingan aktifitas HBsaAg 

per satuan berat protein. 
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Dalam penelitian ini, rata-rata HBsAg murni yang dipero-

leh cukup baik yaitu sekitar 46,696 mg/1 plasma. Henurut 

Hayumi (komunikasi pribadi) jumlah HBsAg murni yang diperoleh 

dengan cara pemurnian ultrasentrifugasi dikatakan cukup ba­

nyak bila merupakan 35% atau lebih dari HBsAg yang terdapat 

dalam plasma sumber HBsAg (mempunyai recovery>= 35%). HBsAg 

murni berguna antara lain dalam pembuatan reagen untuk mende­

teksi anti-HBs dan dalam rangka pembuatan vaksin. Prinsip 

pembuatan vaksin hepatitis B asal plasma meliputi dua cara 

yaitu pemurni an HBsAg dan inaktivasi hasil pemurnian. 

Bila hasil pemurnian HBsAg ini dipakai sebagai sumber 

vaksin, maka dari darah donor di DTD PHI DKI Jakarta dan 

Surabaya selama setahun akan dapat diperoleh HBsAg murni 

ekival en dengan 2.181.000 dosis vaksin . Penghitun g an ini 

didasarkan pada kondisi prevalensi HBsAg 5% (20% diantaranya 

dengan HBsAg titer tinggi) dan 1 dosis vaksin berisi 5 meg 

HBsAg murni. Penghitungan tersebut terlihat pada Tabel 13. 

Tabel 13. Perkiraa n dosis vaksin yang dapat diperoleh 

dari DTD PHI DKI Jakarta dan Surabaya 

============================================================= 
jumlah 

donor 

200 .000 1 

HBsAg(+) tinggi 

% kantong liter 

2.000 250 

HBsAg 

murni 

(mg /1) 

43,62 

HBsAg 

murni 

(mg) 

10.905 

Ekivalen 

vaksin 

(dosi s) 

2.181.000 

============================================================= 
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Jurnlah darah donor di seluruh Indonesia adalah sekitar 

600.000 kantong dalarn setahun. Ini berarti dari seluruh darah 

donor di Indonesia dapat diperoleh HBsAg rnurni ekivalen de­

ngan seki tar 6. 500.000 do sis vaksin. Jurnlah ini rnasih bisa 

ditingkatkan rnenjadi 2-3 kali lipat bila donor darah pengidap 

HBsAg 2-3 kali lebih sering diarnbil darahnya. Angka kelahiran 

di Indonesia adalah sekitar 2,7% per tahun, ini berarti dalarn 

setahun akan lahir sekitar 5.000.000 bayi. Dengan jurnlah 

vaksin sekitar 15.000.000 dosis per tahun berarti bisa rnencu­

kupi kebutuhan vaksin untuk vaksinasi hepatitis B bagi selu­

ruh bayi di Indonesia. 

115 

PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

DISERTASI PERBEDAAN IMUNOGENISITAS HEPATITIS MULYANTO



-r-.... 
• •• ·.: I 

-~ 

Pengukuran Antigensitas HBsAg murni 

Pengukuran antigenisitas HBsAg dilakukan dengan cara 

membuat sel PHA dari ketiga subtipe HBsAg menggunakan eritro-

sit domba, kemudian dibandingkan sensitifitasnya untuk mende-

teksi anti-HBs standar. Dari 6 lot HBsAg murni tiap subtipe, 

dibuat 18 lot sel PHA yang disimpan pada 4 derajat C sebelum 

diperiksa. Pemeriksaan sensitifitas dilakukan 1 bulan setelah 

pembuatan sel PHA. Hasil pemeriksaan sensitifitas ditampilkan 

pada Tabel 14; tampak bahwa subtipe HBsAg berpengaruh nyata 

terhadap sensitifitas sel PHA yang dihasilkannya. 

Tabel 14. Perbandingan sensitivitas sel PHA/adw, 

PHA/adr dan PHA/ayw untuk mendeteksi 

anti-HBs 

------------------------------------------------------------------------------------------------------

Standard 

anti-HBs 

anti-HBs/a 

anti-HBs/d* 

anti-HBs/w 

Titer hemaglutinasi rata-rata (2n) 

PHA/adw PHA/adr 

4,09a 

3,97b 

0,00 

PHA/ayw 

4,04a 

0,00 

3,77a 

------------------------------------------------------------------------------------------------------
Keterangan : 

* a-b : berbeda nyata ( p<O,OOOl ) 
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Hasil penelitian ini menun_jukan bahwa subtipe berpenga-

ruh terhadap antigensitas HBs4g; epitope d HBs4g subtipe adr 

lebih antigenik dibanding HBs4g subtipe adw. 

HBsAg mempunya.i determinant antigenik umurn a dan deter­

minan subtipik d/y dan w/r; ada tiga macarn antibodi monoklo­

nal untuk determinant ·9. d a n ma.sing-masing sa.tu antibodi mono­

klonal untuk determinant d dan y (Peterson et al ., 1984). 

Dalam penelitia.n ini diguna.l{an anti-HBs/d monoklonal sebagai 

standar untuk mengukur sensitifitas sel PHA yang dibuat dari 

HBsAg subtipe adr dan subtipe adw. Da.ri Tabel 14 terlihat 

bahwa sensitifitas sel PHA yang dibuat dari HBsAg sub~ipe adr 

lebih tinggi diba.nding sel PHA yang dibu.s.t dari HBsAg subtipe 

adw. Hal ini menunjukan bahwa kemarnpuan HBsAg adr untuk megi­

kat anti-HBs/ d lebih kuat dibanding HBsAg subtipe adw; dengan 

demikian epitope d HBsAg adr leb ih antigenik dibanding HBsAg 

ach'l. Hasil pengukur an e.ntigenisi tEtS epi t ope d ini menyokong 

temuan pada survei seroepidemiologik, yaitu bahwa epitope d 

yang berasal dari subtipe b erbeda ( adw dan adr) ternyata 

mempunyai antigenisitas yang berbeda. 

Tida k ada perbedaan antigenisi tas yang bermakna an tara 

epi tope a pada HBs4g subtipe adN _~ adr dan a y w; demikian JLtga 

an tara epi tope w pad a HBs.4g subtipe adw dan a _yw. 

Baik PHA/ adw, PHA/adr maupun PHA/ ayw tidak berbeda sen-

sitifitasnya untuk mendet eksi anti-HBs/ a . yaitu antibodi 

terhadap determinan kelompok a yang diperoleh dari pemurnian 

anti-HBs ]{elinci yang mendapat i munisasi HBsAg murni subt.ipe 

ayw. Telah diketahui, dalam determinan ke l ompol{ a dari satu 

subtipe HBsAg bie ~ a terd cq;>at 3 me.ce.m epi tope yai tu det erminan 

a 1 , a2 dan a 3 ; oleh karena itu anti-HBs/ a standar yang dipa-

kai de.leJn peneli tian ini mengg1.m.9.k9.n anti-HBs/ a ye.ng dipero­

leh dari pemurnian anti-HBs/ ayw poliklonal. Dengan demikian 

he.sil peneli tian ini memberi petunjuk bah~'la tidali: terdap.s.t 
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perbedaan antigenisi tas epi tope a an tara HBsAg subtipe adw, 

adr maupun subtipe ayw. Anti-HBs/w standar yang dipakai untuk 

mengukur antigenisitas epitope w adalah juga antibodi mono­

klonal. Hasil pengukuran menunjukan tidak ada perbedaan sen­

sitifitas antara sel PHA/adw dan sel PHA/ayw dalam mendeteksi 

anti-HBs/w, berarti tidak ada perbedaan antigenisitas epitope 

w antara HBsAg subtipe adw dan subtipe ayw. 

Selama ini reagensia (Elisa atau RIA) untuk mendeteksi 

anti-HBs biasanya menggunakan campuran HBsAg subtipe ad/ay, 

karena dianggap bahwa campuran subtipe ad dan ay cukup sensl­

tif untuk mendeteksi anti -HBs total dari semua subtipe . Bia­

sanya bila reagensia tersebut dibuat oleh pabrik di Amerika 

atau Eropa maka HBsAg yang digunakan a dal ah subtipe adw dan 

ayw . Hasil penelitian ini rnenunjukan bahwa epitope d dari 

subtipe adw dan adr ternyata berbeda antigenisi tasnya. Oleh 

karena itu pandangan bahwa epitope d yang berasal dari HBsAg 

subtipe adw akan sama sensitif didalam mendeteksi anti-HBs/d 

yang berasal dari subtipe adr nampaknya perlu ditinjau lagi. 
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Pengukuran Imunogenisitas HBsAg 

Pengukuran respon anti-HBs pada mencit Balb/c dilakukan 

10 hari setelah suntikan II. Pemeriksaan anti-HBs dilakukan 

terhadap serwn yang di kumpulkan dari masing-masing lot tiap 

subtipe. Hasil pemeriksaan anti-HBs (RIA) dari tiap kelompok 

mencit yang masing-masing disuntik dengan HBsAg/adw, 

HBsAs/B.dr dan HBsAs/ayw terlihat pada Tabel 15. 

Table 15. Respon anti-HBs pada mencit Balb/c yang 

mendapat imunisasi HBsAg dari berbagai 

subtipe, 10 hari setelah suntikan II 

------------------------------------- -----------------------------------------------------------------
Respon anti-HBs (RIA Unit) 

No. 

lot. adw adr ayw 

1. 200.000 2.320 . 000 280.000 

...., 
2.880.000 2.560.000 640.000 ~. 

3. 320.000 4.480.000 400.000 

4. 160.000 640.000 224.000 

5. 1.600.000 1. 380 . 000 1. 040 . 000 

6. 880.000 1.760.00 0 200.000 

Re.ta- 1. 006.6678. ') 100 ~).-) . -j b 
~ • ·-· . • l. l_. l_. 464.000ac 

rata* 

=================================================== 
Keterangan 

b -ac 

berbeda nyata ( p < 0,05 ) 

.berbeda nyata ( p<0,001 ) 
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Hasil penelitian ini menunjuklran bahwa subtipe berpenga­

ruh terhadap imunogenisitas HBsAg; pada mencit Balb/c HBsAg 

subtipe adr lebih imunogenik dibanding HBsAg subtipe adw dan 

subtipe ayw. 

Henurut Millich et al. (1983) 1 respon anti-HBs pada 

rnenci t dipen garuhi oleh subtipe HBsAg 1 skedul irnunisasi dan 

waktu pengarnbilan darah. Biasanya titer anti -HBs rnencapai 

puncak pada rninggu ke 5-8 setelah suntikan ke 1 atau 1-3 

rninggu setelah suntikan ke 2 ( Rutgers et a1 . 1 1988; Gerlich 

et al . 1 1988; Millich et a l., 1983; Coursaget et al. 1 1985). 

Menurut Millich et al. (1983) 1 anti -HBs yang muncul dipenga­

ruhi oleh subtipe HBsAg 1 dalarn arti rnacam antibodi poliklonal 

yang muncul akan sesuai dengan subtipe HBsAg yang disuntikan; 

yai tu anti - HBs / a 1 an ti-HBs/d 1 anti-HBs / y 1 anti -HBs/w atau 

ant i-HBs/r tergantung pada subtipe HBsAg yang disuntikan. 

Sangat jarang dilakukan penelitian rnengenai pengaruh subtipe 

HBsAg (dalarn hubungannya dengan kandungan ant ig en pre-S) 

terhadap respon ant i-HBs total . Sebagian besar penelitian 

yang telah dilakukan adalah tentang pengaruh perbedaan kan­

dungan antigen pre-S2 terhadap respon anti -HBs. 

Rutgers et al. ( 1988 ) rnelaporkan bahwa 30 hari setelah 

satu kali suntika n HBsAg, mencit yang disuntik middle protein 

(p rotein pre-S2 ) menunjukan titer anti -H Bs (anti -S) yang 

l eb ih tinggi dibanding yang mendapat suntikan major protein. 

De rnikian juga Coursaget et al. (1985) rnelaporkan bahwa rnencit 

yan g disuntik dengan vaksin hepatitis B yang rnengandung anti ­

gen pre-S2 rnernpunya i titer anti -H Bs y ang lebih tinggi diban­

ding rnencit yang disuntik v aksin hepatitis B tanpa antigen 

pre-S2. Dalarn penelitian tersebut Cour saget et al. rnendapat­

kan perbedaan titer anti-HBs rnulai rninggu ke 4 setelah sun­

tikan ke 2 dan rnencapai mak sirnurn pada minggu ke 6. Hasil­

hasil peneli tian terse but menunjukan bahwa vaksin yang me-
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ngandung antigen pre-S2 lebih unggul dibanding vaksin hepati­

tis B tanpa antigen pre-S2. Para ahli la in meneliti perbedaan 

respon anti-HBs pada menci t yang disuntik dengan partikel 

HBsAg yang berbeda yaitu HBsAg selubung partikel Dane, parti­

kel HBsAg tubuler dan partikel HBsAg bulat. Heerman et al. 

(1987) dan Gerlich et al. (1988) melakukan penelitian menggu­

nakan partikel Dane, HBsAg tubuler dan HBsAg bulat sebagai 

imunogen. Tiga kelompok mencit Balb/c masing-masing diimuni­

sasi dengan salah satu antigen tersebut (0,8-1,0 mcg/0,1 ml) 

pada hari ke 1 dan hari ke 30; darah diambil pada hari ke 40. 

Hasilnya menunjukan tidak ada perbedaan nyata total anti-HBs 

pada ketiga kelompok menci t terse but; tetapi Gerlich menda­

patkan bahwa titer anti-pre-S pada mencit yang disuntik viri­

on dan HBsAg tubuler lebih tinggi dibanding mencit yang di­

suntik HBsAg bulat. Dalam peneli tian tersebut, Heerman dan 

Gerlich masing-masing menggunakan tiga macam antigen (HBsAg 

virion, HBsAg tubuler dan HBsAg bulat) yang mengandung anti ­

gen pre-S2 yang tidak berbeda . 

Dalam penelitian ini skedul vaksinas i dan waktu pengam­

bilan d arah antar 3 kelompok menci t percobaan adalah sama. 

Vaksinasi diberikan pada hari ke 1 dan hari ke 30 dengan 

dosis 10 mcg/0, 1 ml, intr aperitoneal; sedang pengambilan 

darah dilakuka n 10 hari setelah vaksinasi ke 2. Subtipe HBsAg 

yang dipakai adalah subtipe adw, adr dan ayw , yang mengandung 

antigen pre-S2 berbeda; kandungan antigen pre-82 HBsAg sub­

tipe adr lebih tinggi dibanding HBsAg subtipe adw dan a yw dan 

kandungan antigen pre - S2 HBsAg subtipe adw l eb ih tinggi di­

banding HBsAg ayw . Pengukuran anti-HBs dengan metoda RIA 

(Abbott) menunjukan bahwa total a nti-HBs pada menci t yang 

disuntik HBsAg subtipe adr lebih tinggi dibanding yang disun­

tik HBsAg subtipe adw dan ayw (p<0,05) . Mencit yang mendapat 

suntikan HBsAg subtipe adw cenderung mempunyai titer anti-HBs 
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yang lebih tinggi dibanding yang disuntik HBsAg subtipe ayw; 

tetapi perbedaan tersebut tidak bermakna (p >0,05). Kit Ausab 

RIA (Abbott) yang dipakai dalam peneli tian ini menggunakan 

campuran HBsAg subtipe adw dan ayw, sehingga anti-HBs / r pada 

mencit yang mendapat sunti kan HBsAg subtipe adr tidak dapat 

terdeteksi dengan pemeriksaan tersebut . Oleh karena itu jika 

pemeriksaan anti-HBs dilakukan dengan kit Au sab RIA y ang 

menggunakan campuran HBsAg subtipe adw, ayw dan subtipe adr 

maka pasti titer ant i -HBs pada mencit y ang mendapat suntikan 

HBsAg subtipe adr akan terde te ksi lebih tinggi lagi. 

Bukti-bukti pada binatang percobaan maupun pada manusia me­

nun jukan bahwa vaks in hepatit is B y ang mengandung antigen 

pre-S2 lebih imunogenik diba nding vaksin tanpa antigen pre­

S2 . Pada percobaan dengan mencit , HBsAg y a ng mengandung anti­

gen p re-S2 men imbulkan respon anti -HBs ya ng lebih tinggi 

dibanding HBsAg tanpa pre-S2. HBsAg de ngan antigen pre-S2 

juga 

yang 

dapat menimbulkan respon anti-HBs 

tidak bereaksi t erhad ap HBsAg 

(anti -S) p ada mencit 

tanpa ant igen p re-S 

(Neurath e t al., 1 986 ; Hi lli c h et al ., 19 85a & 19 8 5b; 

Ti ollais et al., 19 86) . 

Percobaan klinik telah di l akuka n untuk membedakan imuno­

genisi t a s dan efektifitas v aksin hepatiti s B dengan dan tanpa 

antige n pre-S. Para ahli melaporkan bahwa vaks in hepatitis B 

yang mengandung antigen pre - S2 lebi h imunogenik dibanding 

vaksin t anpa an tigen pre - S2 . Penelitian pada individu de wasa 

yang mendapat vaks inasi hepatitis B menunjukan terdapat seki­

tar 8, 5-15% i ndi v idu yang t idak menunjukan re span ant i -HBs, 

t etapi hanya 1, 7% yang tidak menunjukan respon a nti-preS2 

( Neurath et al., 1986; Tabor et al., 1990) . Henurut Stevens 

et al . (i984), efektifitas vaksin hepa titis B yang mengandung 

antigen pre -S lebih unggul dibanding vaksin hepatitis B tanpa 

antigen pre-S. Penelitian pada penderita hemodi al i s is menun-
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jukkan bahwa vaksin hepatitis B dengan antigen pre - S mempu­

nyai daya lindung yang jauh lebih besar dibanding vaksin 

tanpa antigen pre-S. Para ahli juga menunjukkan bahwa anti­

pre-52 merupakan antibodi yang protektif (Itch et al., 1986; 

Neurath et al. , 1986) dan muncul lebih cepat dibanding anti - S 

(Petre & Peetermans, 1990); sehingga vaksin yang mengandung 

antigen pre-S2 sangat menguntungkan jika dipakai untuk melin-

dungi indi vidu yang terpapar bahan yang telah tercemar VHB 

seperti misalnya pada bayi yang lahir dari Ibu p~ngidap 

HBsAg. 

Efek potensiasi respon imun oleh antigen pre-S2 dan 

dominannya antigen pre-S1 pada partikel VHB merupakan indika-

si kuat bahwa vaksin hepatitis B harus mengandung antigen 

pre-S (Howard et al., 1988). Pada umumnya vaksin hepatitis B 

asal plasma dibuat dari HBsAg subtipe adw dan a yw ; demikian 

pula vaksin hepatitis B generasi ke 2, dibuat dari hasil 

rekayasa genetik HBsAg subtipe adw. Hasil penelitian ini 

memberi petunjuk bahwa subtipe HBsAg berpengaruh terhadap 

ekspresi regia pre-S genome VHB. Oleh karena itu untuk mebuat 

vaksin hepatitis B y ang banyak mengandung antigen pre-S perlu 

diteliti subtipe HBsAg apa yang lebih banyak mengandung anti-

gen tersebut di su a tu daerah, sehingga bisa dimanfaatkan 

dengan sebaik mungkin sebagai sumber vaksin hepatitis B asal 

plasma. Demikian pula dalam pembuatan vaksin hepatitis B 

generasi ke 2, perlu diteliti apakah terdapat perbedaan kern-

posisi protein HBsAg hasil rekayasa genetik gena S dan regia 

pre-S dari berbagai subt ipe HBsAg. 

MILI'K \ 
PERPUSTA~AAN 

IYERSlTAS AlRLANOOA 

SURABAYA 
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V. KESIMPULAN DAN SARAN 

A. Keaimpulan 

Hasil penelitian ini menunjukan bahwa : 

1. Terdapat perbedaan kandungan antigen pre-52 pada serum­

serum pengidap HBsAg dari berbagai eubtipe. Kandunge.n 

antigen pre-52 rata-rata pade. serum pengidap VHB subtipe 

adr lebih tinggi dibanding subtipe adw dan subtipe ayw 

(p<0,01); frekuensi antigen pre-51 pada serum-serum pengi­

dap HBe:Ag subtipe adr lebih tingsi dibandins pengidap 

HBsAg e:ubtipe a'},rw de.n e.ch.; ( p<O, 001). Ate.e: dasar kandunge.n 

antigen pre-S sebagai parameter imunogenisitas dapat diam­

bil kesimpulan bahwa di Jakarta dan Surabaya, VHB dari 

darah pengidap .HBsAs subtipe adr lebih imunogenik diban­

ding subtipe e.cl\.ov dan subtipe e.:l\.<V. 

2. Antigen pre-S positif pacta sebagian besar darah donor 

pengidap HBsAg, bail{ dengan HBeAg ( +) maupun HBeAh (-) ; 

dengan demikian status antigen pre-S serum bukan merupa­

kan parameter yang baik 1..mtul{ menunjuke.n e.de. at.::1.u tide.knya 

aktifitas replikasi VHB pacta pengidap HBsAg . 

3. Terdapat perbedaan frekuensi HBeAg pada serum-ser1..un pengi-

dap HBsAg dari berbasai subtipe. Pada titer HBsAs yang 

se.me. frekuensi HBeAg pe.da serum-serum pengide.p HBe:Ag sub­

tipe adw lebih tinggi dibanding pengidap HBsAg subtipe adr 

dan ayw (p<0,001); frekuensi HBeAg pada subtipe ayw lebih 

tinggi dibanding subtipe e.dr (p<O, 0!5). Dengan menggunake.n 

HBeAg sebagai P·9.ra.meter infektifi te.s dape.t diambil kesim­

pulan bahwa di Jakarta dan Surabaya, darah donor pengidap 

HBsAg subtipe adw lebih infeksius dibanding darah donor 

pengide.p HBsAg subtipe a"}l'i.<V dan subtipe adr. 
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4. HBsAg murni subtipe adr mengandung lebih banyak antigen 

pre-52 dibanding HBsAg murni subtipe ad\-.r dan ayw 

( p<O, 001); demikian juga }{andungan antigen pre-52 HBsAg 

murni subtipe adw lebih tinggi dibanding HBsAg subtipe ayw 

( p<O, 05). 

5. Subtipe berpengaruh terhadap antisensitas HBsAs; epitope d 

HBsAg subtipe adr lebih antisenik dibanding epitope d 

HBsAg subtipe adw (p<0,05). 

6. Pada imunisasi binatang percobaan (mencit Balb/c) ternyata 

subtipe berpengaruh terhadap imunogenisitas HBsAg; HBsAs 

subtipe E1.dr lebih imunogenil{ dibe.ndins HBsAg subtipe adw 

dan subtipe ayw; perbedaan ini disebabkan oleh karena 

perbedaan kandungan antigen pre-S. 

Dari hasil penelitia.n ini dapa.t qiambil kesimpulan ba.hwa 

subtipe berpenga.ruh terha.da.p ka.ndungan antigen pre-52 sehing­

ga men_yeba.bkan perbedaan imunogenisi tas HBsAg_: _juga perbedaa.n 

s ubtipe HBsAg membawa perbedaan "frekuensi HBe4g serum pengi-

B. Saran 

1. Pembua tan '1--··aksin _'7··ang 1 ebi h imunogeni k dan e"fek ti "f : 

De.le.m penelitie.n ini imu.nogenisit.5.s HBsAg diperD:se. P·5.da 

bine.t .. 5.ng cobe. 1ner1ci t Be.lb/c, oleh }:arene. i tu perlu dileJ:u-

kan peneli tian lebih lanjut apakah pada rne.nusia HBsAg 

subtipe adr j·uga_ lebih imunogenik dibanding HBsAg subtipe 

a.dw de.n fJ.Y"V1. He.sil :peneli tie.r-1 tersebut e.ke.n ct5_pe_t mernbe.ntu 

menentuke.n komposisi subtipe HBsAg ye_ng tepe.t unt.ul: dipe.­

kai sebagai vaksin hepatitis B, sehingga vaksin yang diha­

silkan aka.n lebih imunogenik dan mempunyai efektifitas 

tinggi. 
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2. Heningkatkan sensitivitas diagnostik : 

Sel~na ini kit diagnostik (import) untuk mendeteksi 

anti-HBs menggune.ke.n HBsAg subtipe ad dan ay (e.dw dan a::,rw) 

sebagai antigen; sedang basil penelitian ini menunjukan 

adanya perbedaan antigenisitas determinan antigenik d. 

Epitope d pada HBsAg subtipe adr lebih antigenik dibanding 

epitope d pe.de. HBeAg su.btipe ·9.dw. Oleh karena itu perlu 

dilakukan penentuan komposisi subtipe HBsAg yang tepat 

untuk meningkatkan sensitifitas reagen diagnostik (Elisa/­

RIA/PHA) yang e.ke.n cl.ih.s.silke.n. 

3. Follow up penderita hepatitis B a k ut : 

Hasil penelitian ini memberi petunjuk bahwa subtipe 

HBsAg ber·pengaru.h ter·he.dap imunogenisi te.s df:l.n infektifi t.9.s 

(kandungan antigen pre-S) darah donor pengidap HBsAg. 

D8.rah pengicl.e.p HBsAg Subtipe adw lebih infeksius tetapi 

kurang irnunogenik dibe.nding darah pengidap HBsAg subtipe 

.s.dr cl.a.n ·9.'.!/W. Oleh kf:l.rena i tu bilf:l. eeorf:l.ng indi vidu tertu­

lar VHB yang berasal dari pengidap HBsAg subtipe adw maka 

diduga. e.k8.n lebih banyak yang menderi te. infeksi dengan 

antigenemia persisten dan hepatitis kronik dibanding bila 

terinfeksi VHB yang berasal dari pengidap HBeAg subtipe 

adr at.au 8.yw. Dugaan ini perlu dibuktikan dengan melakukan 

penelitian pengaruh eubtipe HBsAg terhadap perjalanan 

penya.ki t hepatitis B akut. Pemeriksaan subtipe HBsAg pada 

penderi ta. hepe.ti tis e.klJ.t cl.ihe.r·apke.n akan df:I.Pe.t memb.9.ntu 

menentukan prognosa penyakit apakah akan menjurus ke hepa­

titis kronik e.t .. s.u f:l.ke.n sernbuh. Bil8. penelitian klinik yang 

dilakukan nanti mendukung dugaan tersebut, maka akan dapat 

dil .s.kul:an uef:l.he.-usahe. Y·9.ng lebih tere.r·e.h untul: menceg.9.h 

terjadinya kronisitas pada penderita hepatitis B akut, 

misalnya dengan pemberian terapi interferon secara dini. 
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RINGf..:'HSAN 

Terdapat petun_juk bahwa ekspresi genome virus hepatitis 

B (yai tu protein pre-S dan HBeAg) dapat dipengaruhi oleh 

subtipe HBsHg~ Berdasa.rkan fenomena itu .• penelitian ini dila-

kukan dengan hipotesis ba.hwa subtipe HBsf}g berpengaruh terha-

dap kandungan antigen pre-52 sehingga menyebabkan perbedaan 

imunogenisitas HBsAg dan perbedaan subtipe HBsAg membawa 

perbedaan frekuensi HBeAg serum pengidap HBsAg~ 

Peneli tian dila/::uka.n dalam dua tahap; tahap pertama. 

merupa.f.:an survei seroepidemiologik untuk mempela_jari perbeda.-

an kandungan antigen pre-52 dan frekuensi HBef}g pad a donor 

d.g.r-ah pengidap HBsAg subtipe adN_. adr dan ayw. Ta.hap kedua 

meru pakan penelitian eksperimental untuk mengetahui pengaruh 

subtipe terhadap imunogenisitas HBs4g murni. 

/•lateri penelitian ini adalah dara.h donor pria pengida.p 

HBsHa dengan titer HBsAg tinggi .• di DTD PNI DKI Jakarta dan 

Sura.baya~ Tiap dara.h donor diperiksa titer HBsAg {RPH4" Hepa-

ti .k:a Lab) dan subtipe HBsAg (Elisa) .• titer antigen pre-52 

(RPH4):r antigen pre-51 (Elisa) serta HBe4g (Elisa) mengguna.-

fo:an kit buatan Institute of Immunolog_y Co." Tokyo. Sam pel 

dengan HBsAg dan HBeAg titer tinggi~ yaitu plasma dengan 

titer HBsAg ', 2 1 0
!' HBeAg ( +) pada pengenceran plasma 100 kali 

dan titer t 
. ~.. ' .-,6 . . • 1 . 

an J..gen pre-~L .·' L aLKumpu !=:an menu rut subtipe 

HBsAg untuk kemudian dilakukan pemurnian HBsAg. Pemurnian 

h'BsAg dilakukan dengan cara presipi tasi HBsAg menggunakan PEG 

600!) dan serangkaian ul trasentri fugasi melipLtti 2 kali buo-

yant density dalam kBr,. kBr rate zonal dan Sucrose rate zonal 

menu rut cara yang lazim. Pengukura.n antigensitas HBsAg dila.-

dengan memeriksa sensi tiv·i tas sel PH.4 (hasil coating 

et-i trosi t domba. denga.n HBsAg subtipe adw.,/adr/ayw} untuk men-

deteksi anti-HBs standar. Anti-HBs standar yang digunakan 
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a.dalah antibodi monoklonal anti-HBs/d dan anti-HBs/w" serta 

anti-HBs/a _yang diperoleh dari pemurnian anti-HBs/ayw dengan 

affinity chromatograph_y menggunakan Sepharose 4B yang ditem-

pel i HBsAg/a.dr. Imunogensi tas HBsAg diukur dat-i respon anti-

HBs .· (RIA!' Abbott} pada menci t Balb/c _yang diimunisasi HBsAg 

[10 mcg/ 0;1 Al(DH3)] intraperitoneal. Pen_yLmtikan 

dilakukan pada ha.ri k e 1 dan hari ke 30!' dardh dia.mbil pad a 

hari ke 41. 

Dtiri 2193 sampel _y ang diperiksa didapatkdn subtipe 

adr_~ a y w dan subti pe atipik ( ddy w:r a.drw!' ddyr) masing-masing 

sebesar _77_.s;-:_. 15 _ 3( _ 7_~: 5 4!19_';;: da.n 1~6%. Da.ri 804 sa.mpel denga.n 

HBsAg ddn HBeAg positif titer tinggi didapa.tkan ktindungan 

a n tigen pt-e-52 (titer 52/ titerS) ratd-rata pad a pengidap 

i-!BsHg subtipe ad~<~ ( n=637) .• subtipe adr (n=11B) dan subtipe 

a _yN (n= 49) masing- masing ada l ah 0_.132!' 0_.29-3 dan O:r215. Pad a 

sam pel dengan . . t H_, ~ ... ,_1 {) d . . t I 
1:.1 er . t::isf-!g .. >..,:.· ' J.aapa ,.~an fref-:uensi HBeAg 

titer tinggi untuk subtipe adw_. ayw dan subtipe adr masing-

tnasii?g 
, , - _..,. 

aa.n D--' _lf _.,.. _ ... ~. Hasil pemurnian HBsAg 

menun ju!<:an kandunga.n antigen pre-52 HBsAg murni s ubtipe adr_. 

dal? a._}"W !T!a.sing-masing a.da.lah (J _:r166 _tt; 0 _,.004 dan 

(18 

sensi-

ti f di batiding sel P !LfH_ ... -··ad;J.J dal21TJ rne 1rdete J:: si a l l tibodi monoklo-

na.1 anti - HBs/ d { p ·-::"0_. OCU ) . Tided<: terdapat perbedaan sensi ti fi-

' 
tas v ;:,nn .·· -···. =- bermaJ:n a an tara sel Pl-!.4/ adr_. PHA,/ adw dan PHil/a_yw 

rnende te f=: si altti-HBs ... ··'a .: a'e ini k· ian _i Ltga tided: terdapat 

pet-bedaat7 sensi ti fi tas _:--ang bermak na an tara sel PHA_,/adN dan 

dala.tn IT!2l7deteksi antibodi !TiGitoklonal 

Titer anti-l-iEs ra. ta-ra ta dari 24 ekor menci t _y ang 

!T!asirtg - tr:asitJg tne.ndapat imLtnisa..si HBsHg SLtbtipe adt-?E a.div dan 

a y ;...: adalah 2cl90. 0 0(>!' 1. 0 06.667 dan 464.000 HIA UT?it. 
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Ha.sil penelitian ini menunjukan bahwa : 

1. Terdapat perbedaan kandungan antigen pre-52 pad a darah 

donor pengidap HBsAg dari berbagai subtipe. kandungan 

antigen pre-52 rata-rata pada pengidap HBsAg subtipe adr 

lebih tinggi dibanding subtipe adw dan subtipe 

(p·(O!' 01 J. 

2. Tet-d.apa t pet-bedaan ft-ef.:..-Ltensi HBeHg pa.da dara.h donor pengi-

dap HBsAg dari berbagai subtipe. Pada titer HBsAg yang 

sama frekuensi HBeAg pada darah donor pengidap HBsAg sub-

tipe adw lebih tinggi dibanding pengidap HBsAg subtipe adr 

dan ayN (p<"O!' 001); frekuensi HBeAg pada subtipe ayw lebih 

tinggi diba.nding subtipe adr (p<"O!' 05). 

murni subtipe adr mengandung lebih ban_yak antigen 

pre-52 dibanding HBsAg murni subtipe adw dan ayw 

( p · <"O . ~ 001) _; kandungan antigen pre-52 HBsAg murni subtipe 

adw lebih tinggi dibanding HBsAg subtipe a.yw ( p·<-:"0!' 01). 

.LfR~tJ. i i 
. · -- · " J 

subtipe aar lebih antigenik d dibanding epitope 

HBsAg subtipe acH-t {p<"O .• 001). 

5~ SLtbtipe berpengaruh terhadap i munogenisitas HBsAg_; pad a 

lnenci t EL:!l b .-'"'c _'i HE,rsAg SLtbtipe adt'"- 1 ebi h i t71Ltnogeni!-: diban-

ding HBsHg SL.tbtipe adl--¥ dar? SLtbtipe O}'W (p< " (J~ ()5) ... 

Dari hasil p e n elitian ini dapat dia.mbil kesirnpul an bah;¥a 

subtipe HBs4g berpengaruh terhadap 

seh ingga meny ebabkan p erbedaa.n i1T!L!nogeni si tas HBsAg dan 

perbedaan s Ltbtipe frekuensi HBeAg 

ser:_tfT! pengidap h~B s H g ~ 
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SUNNAFi't" 

There has been an indication that the e x pression of pre-

S and C region of HBV genome is determined by the subtype of 

HBsAg. Based on this phenomenon .. this study was performed 

with a h.ypothesis that the subtype of HBsAg would affect the 

HBsHg immunogenicity through its speci fic influence to the 

content of pre-S antigen~ and that the HBsAg subtype would 

determine the HBeAg frequency among the HBsAg carriers. 

The study Nas carried out in two steps. The first step 

~-va s an epidemiolog_ical s Lu-.,··e }' to stud.Y the difference in the 

pre-S antigen content among blood donors who were HBsAg car-

riers of subty pes adw .• adr and a :yw. The second step was an 

study· to in'>···estiga.te the difference of immuno-

geni ci t :y OT purified HBsAg of subtypes aow .• adr a nd ay~ .Y. 

Blood units high-titer HBsAg 

recruited from the Blood Trans fusion Serv ice of the 

tested for HBsAg ti tet- (RPH4.~ Hepa tika La.bz), antigen pre-S2 

titer (f1'PHA" Institute of I mmunol ogy· Co.~ Toky·o); HBsAg sub-

g y·· L-0::::!' To.k.yo) z Specimen s Ni th high-titer HBsAg and l-!E'eHg 

. ' ' St2 jECLEG HBsAq titer 

) ·7.J._ i) .. positiv·e at 1:1(/Cl dilLttiot? and pre-S2 antigen 

F urther the y we re pooled according to the HBsAg 

S Ltbt)/,DeS presence of 

HBe Hg Ltsed a s an indicatot- of hepatitis Et virus (HBV) 

:-epliccdion. Purification of HBsAg was pe,-formed by a combi-

na tion of precipitation u sing PEG-6000 and a series of ultra-

centt-ifuga.tion : two-step k.Br b u o :y·an t densit,·v . ~ f<Fr-rate zon al 

and Svcrose-ra.te zonal ultracentrifug<Eitions as ussual. HBsAg 

antigenici t:y· was measured by determining the sensi ti vi t .Y of 
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PHH cells .• i.e. sheep erythrocytes coated with purified HBsAg 

(adw .. adr or ayw) 5 to detect standard anti-HBs. Standard 

anti-HBs were monoclonal anti-HBs/d and anti-HBs/w antibodies 

(Institute of Immunology Co.) .. and anti-HBs/a obtained from 

rabbit sera containing anti-HBs/ayw purified by affinity 

chromatography using Sepharose 4B (Pharmacial coupled with 

HBsf:tg ,,/ad r. Immunogeni city of HBsAg l-<Ja.s mea.sured b _y anti-HBs 

response (fi'IA_. Abbott) generated by Balb/c mice which were 

immunized with the HBsAg [10 mcg/0.1 ml .. 1./: Al(OH):3] intrape-

, - i tonea.ll > - ~. The innoculations of HBsAg Nere gi'>·'en on day 1 

and day 30 _. and blood specimens !-<Jere coli ected on day 41. 

Of 2 .. 193 specimens investigated_. adN .. adr:r a·yw and aty-

pi cal subtypes ( ad_yw_. adnv!' adyr) Nere detected in 

and 1. 6X respecti v·el _y. Among 804 specimens 

having high titer HBsAg and HBeAg!' the mean pre-52 antigen 

content ( pre-52 titer/S titer ) in adw subtype (n=6.37} !' adr 

(n=11B) respec-

ti\/ el ),.. r Pre-Sl antigei? was positi"'··e in 21.1;~ (16.3_/_774 ) in the 

highly /-!BeAg positiv·e group and .38.4.;{ (112./ 292) in the HBeAg 

,...,J..O 
Among the specimens with HBsAg titer _ ..... ..:.:.: !' 

the adr .• and a _yw subt_,_ .. _ 

:;p .:::; .- -- F:esul ts from puri fica. tion 

of HBsAq sho;.ved the pre-52 antigen content in adr subty pe!' 

a.dl~ _ . The sensi ti vi t,"'' 

tested using PH4./adr _. PHf/t .. /adw and FHA/ a:y·w cells (n=18/subty -

pe) demonstrated that PHA./ adr was mot-e sensiti v·e than PHA/adw 

.1.n the detection of monoclonal anti-HBs./d antibody (p<"0.001). 

No significant differences in the sensi ti \-'i ty were found 

among PHA/adr. PHA/adw and PHA/a_YN cells in determining anti-

HJ:Js/a _: similarly·!' no di ffet-ences were seen between PHA/adw 

and PHA/ayw cells in determining anti-HBs.--'w. The mean titer 

of anti-HBs generated by Balb./c mice (n=24/sLtbtype) after 
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immunization using HBsAg of adr~ C?dw~ and C?yw subtypes were 

The results obtained in this study show : 

1. There are differences in pre-S2 antigen content among sera 

of HBsAg carriers of various subtypes. The mean content of 

pre-S:i antigen in carriers of adr subtype is higher than 

in those of a .dw C?nd C?yw subt_ypes ( p·(O. (11). Also the 

frequency of pre-S1 antigen in carriers of adr subtype J.S 

h igher than in those of a}/N and adw subtypes (p ·(O. 01). 

of HBsAg . ' . ..._h un " tit_-~,- ·· .··~.· " 4 _.' carr J.ers ( WJ. L • nbSE-;Q .... - . _ ' of various 

subtypes. Ht a similar HBeAg is found to be 

higher in adw s ub t y pe than in adr and ay·w subtypes; of the 

l-fBe.Hg in s u bt.ype .1.s higher than in 

subtype. 

abundantly than that of adw and a.y w subtypes { p <'0 .001); of 

the latter; p t-e-52 antigen content is higher in C?dl¥ subty-

pe than in a_v w s u btype (p·(O . 01 ) . 

4. HBsAg subtype is found to be related with the antigenici t .Y 

of HBsHg; d determinant of adr subtype is more a n tigeni c 

than that of a.dw subty pe (p<·o. (101). 

5. HBsAg subty pe is found to be related with the immunogeni-

ci t .Y o f HBsAg; in Bal b./c mice~ adr subty pe is more immuno-

genic t .ha..11 botl7 adl-~ and a ,'Y-·t-v SLtbty··pes (p·((J.(j5 )tt:. 

It 2.5 concluded from this study· that the subty pe of 

HFsf:;g has a specific influence to the content of pre-S2 anti-

gen f<~hi c h subsequ entl y a. ffects its i mmunogeni ci t .v . is also 

indicated that the HBsf:;g subtype determines the frequency of 

l--iBe.Hg d!T!Ong HB:sHg-cat-,-iet- set-a~ 
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