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<b>ABSTRAK</b>

Virus Hepatitis B (VHB) adalah virus DNA yang berukuran 42 nm, yang termasuk ke dalam kelompok virus
Hepadna (Hepadnaviridag). VHB menyebabkan infeks hepatitis akut, kronis dan fulminan, sertasirosis
sampai dengan kanker hati. VHB terbagi dalam empat serotipe (subtipe) hepatitis B surface antigen
(HBsAQ) utama, yaitu adw, adn ayw, ayn dan seiring dengan berkembangnya ilmu biologi molekul, delapan
genotipe, A,B,C,D,E,F,G dan H. Sekitar 350 juta orang di 'dunia Saat ini terinfeksi hepatitis B dan hampir
75% diantaranyaterdapat di Asia. Berdasarkan prevalensi HBsAg, menurut WHO, Indonesia termasuk
dalam daerah endemik sedang sampai tinggi.

Pengetahuan tentang genotipe VHB sangat penting. Dari segi klinik, telah banyak bukti yang menunjukkan
adanya hubungan antara genotipe VHB dengan manifestasi klinik penyakit hati dan respon terhaclap terapi
antivirus. Berdasarkan epidemiologi, diketahui bahwa penyebaran virus hepatitis B di dunia berbeda secara
geograiis. Sebagai negara kepuiauan, Indonesia memiliki populasi sangat beragam Iebih dari 475 kelompok
etnik. Keragaman populasi ini sangat terkait dengan latar belakang genetik manusia dan pola migrasi purba,
dan diduga mempengaruhi epidemiologi molekul VHB yang tergambarkan dalam distribusi genotipe dan
subtipe VHB di Indonesia. Sampai saat ini |aporan tentang genotipe VHB di Indonesia masih sangat
terbatas.

Tujuan penelitian ini adalah untuk mencan bukti bahwa polimorfisme Sekuens Pre-S2 dapat digunakan
untuk penentuan genotipe VHB dan subgenotipenya, mempelgari hubungan antara genotipe dan serotipe
VHB, menentukan pola distribusi genotipe VHB di Indonesia dan kaitan genotipe VHB derlgan migrasi
populasi manusia, Serta mengembangkan prinsip metode praktis penentuan genotipe berdasarkan
polimorlisme di daerah Pre-S2. Peneiitian ini dilakukan pada 11 populasi Indonesia, terdiri dari 8 populasi
sehat yaitu populasi Batak-Karo, Dayak Benuag (mewakili Indonesia bagian barat); populasi Makassar,
Mandar, Torgadan Kgjang (mewakili populasi Indonesia Timur - Sulawesi); populasi Alor dan Sumba
(mewakili populasi Nusa Tenggara Timur), dan 3 kelompok pasien hepatitis B dari Sumatera, Jawa dan Cina
Indonesia. Pendekatan metodologi yang digunakan bersifat eksploratif-cross sectional.

1. Bukti bahwa daerah Pre-S2 dapat digunakan dalam penentuan genotipe VHB: identifikasi subgenotipe
yang terkait dengan populasi manusia. DNA VHB diisolasi dari serum HBsA(g positif, dan fragmen DNA
daerah Pre-S2 serta daerah pembanding lainnya diamplifikasi dengan metoda PCR. Penentuan genotipe
dilakukan dengan membandingkan hasil perunutan sekuens daerah Pre-S2 dengan sekuens daerah S, total
genom, gen P, X, core dan Pre-S1. Penentuan genotipe VHB dengan menggunakan sekuens Pre-S2 sama
baiknya dengan berdasarkan daerah S; semua sampel terdistribusi sama pada genotipe B dan C. Genotipe B
adal ah genotipe utama yang ditemukan (43/56 sampel; 76.B%), diikuti genotipe C dengan 13/56 sampel
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(23,2%). Variasi sekuens yang tinggi di daerah Pre-S2 memungkinkan pengenalan tiga subgenotipe VHB/B:
Bc pada populasi Cina Indonesia, Bwi pada populasi Indonesia bagian barat dan Bel pada populasi Nusa
Tenggara Timur. Variasi sekuens ini juga membagi VHB/C menjadi dua kelompok yaitu subgenotipe C1
dan C2. Dibuktikan bahwa subgenotipe Bc identik dengan subgenotipe B Asia non Japan (Ba) yang
ditemukan pada populas Cinadi daratan Asia, menunjukkan bahwa genetik VHB dipertahankan pada
populasi Cinalndonesia sampai lebih dari tiga generasi Subgenotipe VHB/B yang ada di Indonesia
membawa segmen kecil dari genotipe C di daerah precore dan core hasil proses rekombinasi, seperti halnya
dengan genotipe Ba. Perbedaannya terletak pada tambahan titik rekombinasi dan Single Nucleotide
Polimorphism (SNP) di daerah precore dan core tersebut. Adanya subgenotipe di atas diverifikasi dengan
sekuens total genom VHB. Berbagal SNP di daerah Pre-S2 memberikan pola yang khas untuk masing-
masing subgenotipe VHB sehingga dapat dijadikan situs diagnostik untuk penentuan genotipe dan
subgenotipe.

2. Hubungan antara serotipe dan genotipe VHB: studi pada genotipe VHB di Asia Tenggara. Padatotal 110
sampel VHB yang berasal dari beberapa kelompok populasi: Sumatra (n=12), Cina Indonesia (n=29), Jawa
(n=23), Sulawes (n=19), Alor (n=13) and Sumba (n=14), ditemukan serotipe adw, adr, ayw dan ayr. Pola
distribus serotipe yang ditemukan adalah adw dominan di Indonesia bagian barat seperti daerah Sumatra
dan Jawa, ayw serotipe dominan di Nusa Tenggara Timur, dan serotipe campuran (adw, ayw dan add
ditemukan di daerah Sulawes Serotipe ayr merupakan serotipe yang paling jarang ditemukan. Uji statistik
Chi-sguare, menunjukkan seoara bermakna hubungan antara serotipe HBsA g dan genotipel subgenotipe
VHB. Serotipe adw berkaitan dengan subgenotipe Bwi dan Bc, serotipe ayw1 dengan genotipe Bei, serotipe
adr dan ayr dengan genotipe C, sedangkan serotipe ayw2 berkaitan dengan genotipe D. Terdapat anomali
hubungan antara serotipe dan genotype pada beberapa sampel, yaitu serotipe adr dengan genotipe B (adr-B)
dan serotipe adw dengan genotipe C (adw-C). Mekanisme molekul yang mendasarinyatelah diselidiki, dan
ternyata adalah: (a) isolat adr-B, adanya mixed infection VHB/B (adw) dan VHB/C (adr). Hasil kioning
menunjukkan VHBIB (adw) lebih banyak dari VHB/C (adr), akan tetapi ternyata secara serologi adr lebih
dominan dari adw, sesuai dengan sifat antigenesitasr yang tinggi dibanding w atau adanya mutasi di daerah
determinan a pada posisi lain yang mempengaruhi ekspresi vm (b) isoiat adw-C, adanya recunent mutation
pada posisi asam amino ke 160 yang merubah determinan r menjadi w, dan adanya mutasi baru P127T dan
C139W. Berdasarkan hasil penelitian ini, diusulkan bahwa data serotipe di Indonesia yang telah dipublikasi
olen peneliti-peneliti sebelumnya dapat dikonversi menjadi data genotipe VHB dengan tingkat kesalahan
?1,8% untuk genotipe C yang berserotipe adw, dan 5,4% untuk genotipe B dengan serotipe adr.

3. Epidemiologi molekul VHB di Indonesia: genotipe sebagal marka migrasi populasi. Frekuensi HBsSAQ di
Indonesia ben/ariasi diantara delapan kelompok etnik yang dipelgari, yaitu pada populasi Batak Karo
(6,7%), Dayak Benuaq (13.2 %), Makassar (4,2 %), Mandar (5,5%), Torga (4,2%), Kajang (72%), Alor
(10,7%), dan Sumba (7,4%). Dari 138 sampel didapatkan bahwa genotipe B merupakan genotipe utama di
Indonesia (73,9%), diikuti genotipe C (24.6%) dan kemudian genotipe D (1,5%). Penemuan ini sesual
dengan hasil konversi serotipe-genotipe yang dilakukan terhadap data serotipe Indonesia yang telan
dipublikasikan oleh peneliti-peneliti sebelumnya. Data genotipe VHB 11 populasi Indonesia hasil penelitian
ini dan genotipe VHB pada 27 kota hasil konvers serotipe-genotipe telah disusun menjadi petal distribusi
genotipe VHB di Indonesia. Distribusi genotipe VHB menunjukkan adanya hubungan dengan pola migrasi
purba populasi manusia ke kepulauan Nusantara. G-enotipe C tampaknya datang bersama migras manusia
modern (Homo sapiens) pertama dari daratan Asia sekitar 40.000 - 60.000 tahun sebelum sekarang (years



before presence;Y BP). Kemudian gelombang migrasi besar manusia ke dua ke kepulauan Nusantara, tediri
dari populas berbahasa Austronesia (4,000 - 6.000 Y BP), diusulkan membawa genotipe B. Sesuai dengan
polamigrasi ini, genotipe B dominan di hampir semua wilayah Indonesia dengan populasi penutur bahasa-
bahasa Austronesia, dan hanya menyisakan dominasi genotipe C di daerah Papua dan daerah berpopul asi
Austromelanosid lain di sekitarnya. Disimpulkan bahwa genotipe B merupakan marka populasi Austronesia.
4. Pengembangan prinsip metoda praktis penentuan genotipe VHB berdasarkan polimorlisme di daerah Pre-
S2. Dalam penelitian ini terbukti bahwa penentuan genotipe VHB berdasarkan daerah Pre-S2 dapat
dilakukan dan paling sedikit sama baiknya dengan cara berdasarkan daerah S yang sekarang umum dipakai.
M etoda penentuan genotipe berdasar daerah Pre-S2 dengan direct sequencing ideal untuk penelitian, tetapi
pada saat ini tidak praktis untuk pemeriksaan laboratorium klinik. Pengembangan metoda PCR-RFLP
berdasarkan polimorfisme di daerah Pre-S2 akan memungkinkan penentuan genotipe dan subgenotipe secara
lebih praktis. Untuk itu, telah dilakukan analisis 110 sekuens Pre-S2 VHB hasil penelitian ini dan 84
sekuens dari GenBank, untuk menentukan situs pemotongan enzim restriksi endonul dease yang tepat
rancang PCR-RFLP. Hasil penelitian menunjukkan bahwa Genotipe C dan D dapat dibedakan dari genotipe
B dengan menggunakan enzim Aval, genotipe C dan D dibedakan dengan enzim Bmrl, dan genotipe B dan
C-adw dengan enzim Banll. Subgenotipe Bc dibedakan dari Bwi dan Bei dengan enzim Apal. Pembedaan
subgenotipe Bwi dan Bei dilakukan dengan menggunakan primer dengan modifikasi satu nukleotida untuk
membuat situs enzim restriksi Btsl. Metoda praktis PCR-RFL P untuk membedakan genotipe dan
subgenotipe khas Indonesia dapat dikembangkan.



