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GENOTIPE DAN SUBTIPE VIRUS HEPATITIS B PENDERITA YANG
TERINFEKSI KRONIK AKTIF

(Genotypes and Subtypes of Hepatitis B Virus in Chronic Active Hepatitis B
Infection)

Gondo Mastutik?!, Juniastuti2, Ali Rohman3, Mochamad Amin*, Poernomo Boedi Setiawan®

ABSTRACT

Chronic activivity of Hepatitis B Virus (HBV) infection can lead to liver cirrhosis or hepatocellular carcinoma. The objective of this
study was to know by analyzing the distribution of HBV genotypes and subtypes from hepatitis B patients suffering from chronic active
hepatitis B infection in Surabaya. The HBV genotypes were determined by comparing the S gene sequences to those kept in the Gene
Bank. The phylogenetic tree was constructed by means of the unweighted-pair group method using arithmetic averages. Furthermore,
the subtypes were deduced based on the prediction of amino acid residues 116 to 183 of HBsAg on multiple sequences alignment with
ClustalW2. This study involved 20 sera obtained from patients suffering chronic active hepatitis B infection. After PCR and sequencing,
it was found that 13 samples could be used for sequence analysis. The results showed that all sequences were clustered into HBV genotype
B. The subtype adw2 was identified from 12 of 13 sequences, whereas one (1) belonged to aywl. The subtype adw2 is most prevalent in
Indonesia, namely in the islands of Sumatra, Java, South Kalimantan, Bali, Lombok, Ternate, and Morotai, while ayw1 is found in the
islands of Nusa Tenggara and Moluccas. Based on this study, it was found that the patients with HBV subtype adw2 were from Surabaya
, whereas with aywl was from Nusa Tenggara. It can be concluded that the HBV infected patients with chronic active hepatitis B in
Surabaya have the genotype B with subtype adw2 which was originally from Surabaya, whereas, aywl was a patient originally from
Nusa Tenggara.

Key words: Genotype, subtype, S gene, hepatitis B virus, the chronic active hepatitis B infection

ABSTRAK

Infeksi virus hepatitis B (VHB) di penderita kronik aktif dapat menyebabkan pengerasan jaringan hati (liver sirosis) atau
karsinoma hepatosel. Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui pembawaan sifat (genotipe) dan subtipe VHB dari penderita
infeksi hepatitis B kronik aktif dengan menganalisisnya di Surabaya. Genotipe VHB ditentukan dengan membandingkan sekuen gen
S dengan yang terdapat di GenBank. Pohon filogenetik dibuat dengan menggunakan cara kelompok pasangan tanpa penimbangan
menggunakan rerata hitungan (unweighted-pair group method using arithmetic averages). Subtipe VHB diduga berdasarkan peramalan
sekuen asam amino 116 sampai 183 pada HBsAg dengan cara multiple alignment sequences menggunakan ClustalWW2. Penelitian ini
menggunakan 20 serum penderita pengidap infeksi hepatitis B kronik aktif. Setelah direaksikan Polymerase Chain Reaction (PCR)
dan sekuensing, didapatkan 13 sampel yang dapat digunakan untuk analisis sekuen. Hasil telitian menunjukkan bahwa semua
penderita hepatitis B pada penelitian ini (13 sampel) terinfeksi VHB genotipe B. Subtipe adw2 ditemukan di 12 dari 13 serum, dan
satu (1) yang memiliki aywl. Subtipe adw2 banyak ditemukan di Indonesia, yaitu di Pulau Sumatra, Jawa, Kalimantan Selatan,
Bali, Lombok, Ternate, dan Morotai. Pada penelitian ini sampel yang digunakan berasal dari Surabaya (Pulau Jawa). Subtipe aywl
banyak ditemukan di Nusa Tenggara dan Maluku. Penderita hepatitis B kronik aktif yang terinfeksi VHB memiliki subtipe ayw1,
pada penelitian ini berasal dari Nusa Tenggara. Berdasarkan telitian ini dapat disimpulkan, bahwa VHB yang menginfeksi penderita
hepatitis B kronik aktif di Surabaya adalah genotipe B dan di subtipe adw2 dari penderita yang berasal dari Surabaya dan yang aywl
berasal dari penderita Nusa Tenggara.

Kata kunci: Genotipe, subtipe, gen S, virus hepatitis B, penderita hepatitis B kronik aktif

PENDAHULUAN pasien pendonor darah di 11 kota besar di Indonesia
Infeksi virus hepatitis B (VHB) adalah salah satu yaitu sebanyak 2,1% sampai 9,5 %.!
bentuk penyakit yang umum, dengan angka kesakitan Infeksi VHB di penderita hepatitis B kronik yang

dan kematian tinggi. Indonesia merupakan daerah aktif secara berkelanjutan dapat menyebabkan liver
endemis yang sedang sampai tinggi terhadap infeksi sirosis atau karsinoma hepatosel. Ragaman genetik
VHB. Jumlah penyakit hepatitis B kronik yang pasif di VHB dapat mempengaruhi manifestasi klinis,
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kebahayaan karsinoma hepatosel dan respons terhadap
pengobatan. Saat ini, telah teridentifikasi sebanyak
delapan (8) genotipe VHB, yaitu A-H.23 Genotipe B
dan C (HBV/B dan HBV/C) terutama ditemukan di
Asia, termasuk di Indonesia.2-> HBV dibagi menjadi
sembilan (9) subtipe, yaitu: adw2, adw4, aywl, ayw2,
ayw3, ayw4, adrq+, adrq- dan ayr.1-26

Perbedaan genotipe dan subtipe menunjukkan
ketidak samaan sebaran geografik dan manifestasi
klinik.23 Banyak telitian genotipe dan subtipe VHB
di penderita hepatitis B kronik yang pasif, tetapi
kajian untuk pengidap yang aktif belum banyak
dilakukan. Tujuan dari penelitian ini adalah untuk
mengetahui genotipe dan subtipe VHB dari penderita
hepatitis B kronik yang aktif di Surabaya dengan
menganalisisnya.

METODE

Pengumpulan Sampel

Penelitian ini merupakan kajian ekplorasi
laboratorik yang bertujuan untuk mengetahui genotipe
dan subtipe VHB penderita hepatitis B kronik aktif
di Surabaya dengan menganalisisnya. Penelitian
laboratorik dilakukan di Lembaga Penyakit Tropis
(LPT) Universitas Airlangga. Sampel penelitian berupa
20 serum yang diperoleh dari pasien yang menderita
hepatitis B kronik aktif di Rumah Sakit Umum
Daerah (RSUD) Dr. Soetomo. Patokan kesertaan yaitu
penderita hepatitis B kronik aktif, yang HBsAg positif
paling sedikit atau lebih dari enam (6) bulan dengan
kandungan HBV DNA dalam serum lebih dari 100.000
kopi (20.000IU/mL).

Penyarian DNA dan PCR

DNA VHB disarikan dari serum menggunakan
perangkat NucleoSpin@Blood (Macherey-Nagel).
Polymerase Chain reaction (PCR) dilakukan dengan
menggunakan perangkat PCR Platinum Taq DNA
Polymerase High Fidelity (Invitrogen). Master mix
reaksi penguatan dikerjakan sebagai berikut: 10x high
fidelity PCR buffer 5 uL, 10 mM dNTP mix 1 uL, 50
mM MgSO04 2 uL, forward primer 1 uL (50 pmol/uL),
reverse primer 1 uL (50 pmol/uL), template cDNA 10
uL dan platinum tag high fidelity 0,2 uL, kesemuanya
dicampur air sulingan (distilled water) sampai jumlah
keseluruhan volume 50 uL. Kondisi PCR adalah 94°C
selama lima (5) menit untuk pre denaturasi, denaturasi
pada suhu 94° C selama satu menit, annealing pada
suhu 50° C selama satu menit, dan extention pada suhu
72°C, sebanyak 40 siklus. Final extension dilakukan
pada suhu 72° C selama 10 menit.

Primer yang digunakan seperti penelitian
sebelumnya! yaitu P7 5GTG GTG GAC TTC TCT CAA
TTT TC3’ dan P8 5CGG TA(A/T) AAA GGG ACT
CA(A/C) GAT3’ untuk first round yang menghasilkan
541pb. Kemudian dilanjutkan dengan second round
dengan primer HBS1 5" CAA GGT ATG TTG CCC GTT
TG-3’ dan HBS2 5-AAA GCC CTG CGA ACC ACT GA-
3’ yang menghasilkan 259 pb. Hasilan PCR kemudian
dielektroforesis di 2% gel agarose yang mengandung
ethidium bromide. Elektrophoresis dilakukan pada 100
volt selama kurang lebih 20—30 menit. Kemudian
dengan UV-transluminator dapat ditemukan gambaran
band-nya.

Analisis Genotipe VHB dan Subtipe

Hasil PCR yang positif digunakan untuk
sekuensing. Reagen yang digunakan yaitu the BigDye
Deoxy Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit (Applied
Biosystems). Sekuensing menggunakan ABI Prism 310
Genetic analyzer (Perkin Elmer).

Genotipe VHB ditentukan dengan membandingkan
sekuen gen S dimulai dari nukleotida 348 yang
terdapat di bank data DNA Internasional (DDBJ/
EMBL/GenBank). Pohon filogenetik dibuat dengan
menggunakan unweighted-pair group method using
arithmetic averages (UPGMA). Subtipe HBV diduga
berdasarkan peramalan sekuen asam amino 116
sampai 183 di HBsAg dengan menggunakan multiple
alignment software programme Molecular Genetics
Analysis (MEGA) dengan perkakas ClustalW2.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Penelitian ini menggunakan 20 serum penderita
hepatitis B kronik aktif. Penderita pada penelitian
ini berusia antara 24—66 tahun, mereka terdiri dari
laki-laki 15 orang dan perempuan lima (5) orang.
Pemeriksaan PCR dilakukan dengan teknik nested
PCR. Hasil kuatan digunakan sebagai template untuk
sekuensing. Setelah diperoleh hasil sekuensing, maka
hanya diperoleh 13 sampel yang dapat digunakan
untuk analisis hal terkait yaitu cHBV-01,cHBV-02,
cHBV-03, cHBV-04, cHBV-05, cHBV-08, cHBV-16,
tHBV-20, tHBV-24, tHBV-25, tHBV-26, tHBV-27 dan
tHBV-28.

Analisis terkait filogenetik berdasarkan sekuen
gen S. Sekuen hasil penelitian dibandingkan dengan
sekuen VHB dari Genbank dengan accession number
AF223957 dari Vietnam, AB074756 dari Thailand,
AY123041 dari Japan, AF533983 dari China, X14193
dari Korea, X75665 dari New Caledonia, X75656 dari
Polynesia, AB048704 dari Australia, AB048705 dari
Australia, AB241110 dari Philippines, AB241111 dari
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Philippines, AF151735 dari Germany, AF280817 dari
China, AB033559 dari Papua, AB048702 dari Australia,
AB078033 dari Japan, AB090269 dari India, U91809
dari Costa Rica, X75668 dari French, DQ315779
dari India, DQ315780 dari India, X75657, X75658,
AY090460, AB073835 dari Vietnam, AB219427 dari
Philippines, AB241116 dari Philippines, D00329 dari
Japan, AY033073 dari Vietnam, X51970, AF160501,
D23678 dari Japan, AF121243 dari Vietnam, D00330
dari Japan, AB113222 dari Indonesia dan M54923 dari
Indonesia.

Hasil telitian menunjukkan bahwa semua penderita
hepatitis B pada penelitian ini (13 sampel) terinfeksi
VHB asal genotipe B ( lihat Gambar 1). Sekuen VHB
yang diperoleh pada penelitian ini dialihkan menjadi
asam amino dengan mengunakan perangkat lunak
MEGA dengan perkakas ClusterW2. Peramalan asam
amino di posisi 116-183 digunakan untuk analisis
subtipe VHB. Analisis ini berdasarkan sisa asam
amino no 122, 127, 134, 159, 160, dan 177 (lihat
Tabel 1).1:26 Residu asam amino pada penelitian ini
dibandingkan dengan sisa asam amino dari subtipe
VHB yang terdapat pada GenBank yaitu C1 subtipe
adrq+ accession number AF223957, C1 subtipe adrq+
accession number ABO074756, C2 subtipe adrq+
accession number AY123041, C2 subtipe adrq+
accession number AF533983, C2 subtipe adrq+
accession number X14193, C3 subtipe adrq- accession
number X75665, C3 subtipe adrq- accession number
X75656, C4 subtipe ayw3 accession number AB048704,
C4 subtipe ayw3 accession number AB048705,
C5 subtipe adw2: accession number AB241110,
C5 subtipe adw2 accession number AB241111, D1
subtipe ayw2 accession number AF151735, D1 subtipe
ayw2 accession number AF280817, D4 subtipe ayw2
accession number AB033559, D4 subtipe ayw2 accession
number AB048702, D2 subtipe ayw3 accession number
AB078033, D2 subtipe ayw3 accession number
AB090269, D3 subtipe ayw3 accession number U91809,

Tabel 1. Sisa asam amino untuk penentuan subtipe

VHB.1:26
Subtipe Sisa asam amino
VHB 122 127 134 159 160 177

adw2 K P F A K \%
adw4 K L F G K \%
aywl R P F A K \%
ayw2 R P Y G K %
ayw3 R T Y G K \%
ayw4 R L F G K \%
adrq+ K P F A R \Y
adrg- K P F \Y% R A
ayr R P F R

D3 subtipe ayw3 accession number X75668, D5 subtipe
ayw3 accession number DQ315779, D5 subtipe ayw3
accession number DQ315780, E subtipe ayw4 accession
number X75657, F subtipe adw4q accession number
X75658, H subtipe adw4 accession number AY090460,
B4 subtipe aywl accession number AB073835, B5
subtipe aywl accession number AB219427, B5 subtipe
aywl accession number AB241116, B1 subtipe adw2
accession number D00329, B4 subtipe aywl AY033073,
A subtipe adw2 accession number X51970, G subtipe

tHBV-26

tHBV-27

tHBV-24

tHBV-20

cHBV-16

cHBV-08

cHBV-05

cHBY-04

cHBV-03

cHBV-02

cHBV-01
B3.AB113222.1(Indonesia)
B3.M54923.1(Indonesia)
tHBV-25
B3.D00331.1(Indonesia)
B2.D00330.1(Japan)
B2.AB073827.1(Hongkong)
B2.AF121243.1(Vietnam)
B3.AB033555.1(Indonesia)
tHBV-28

B1.AB010291.1
B1.AB073844.1
B1.D23678.1

B1.D00329.1
B5.AB219427.1 (Philippines)
B B5.AB241116.1(Philippines)
B4.AY033073.1(Vietnam)

B4.AB073835.1(Vietnam)

A A.850225.1
EA‘XHW(M

8 G.AF160501.1
C1.AB074756.1(Thailand)
C1.AF223960.1(Vietnam)
C1.AF223957.1(Vietnam)
C1.AF068756.1(Thailand)
C2.X01587.1(Japan)
C2.X14193.1(Korea)
C2.v00867.1(Japan)
C2.AF533983.1(China)
C2.AY123041.1(Japan)

3.X75656. 1(Polynesia)
C3.X75665.1(New Caledonia)

c C5.AB241110.1(Philippines)
= 4|——|: C5.AB241111.1(Philippines)
C5.AB241113.1(Philippines)

[—— C4.AB048704.1(Australia)

L c4.AB048705.1(Australia)
D1.AY161159.1(India)
D1.AF151735.1(Germany)
D1.AY161157.1(India)
D1.AF280817.1(China)
D2.AB078033.2(Japan)
D2.AB090269.1(India)
D2.X72702.1(Gemany)
D3.X75668. 1(French)
D3.U81804.1(Costa Rica)
D3.U21809.1(Costa Rica)
D5.DQ315780.1(ndia)
D5.DQ315779.1(ndia)

D4.AB048702.1(Australia)
D4.AB048703.1(Australia)
D4.AB033559.1(Papua)

E ————EXT5657.1
L Exrsee4.1
F ——————————— F.X69798.1
L Fxseset
H —— HAY090454.1
L HAvog0460.1
; ; ; ; ; M .
0.030 0.025 0.020 0015 0010 0.005 0.000

Gambar 1. Analisis filogenetik VHB dari pasien hepatitis B
kronik aktif dengan sekuen dari bank data DNA
Internasional
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Gambar 2. Analisis subtipe VHB penderita hepatitis B kronik aktif berdasarkan sekuen asam amino HBsAg (posisi 116-183)

dengan yang dari bank data DNA Internasional

adw2 accession number AF160501, B1 subtipe adw2
accession number D23678, B2 subtipe adw?2 accession
number AF121243, B2 subtipe adw2 accession number
D00330, B3 subtipe adw2 accession number AB113222,
dan B3 subtipe adw?2 accession number M54923. Hasil
telitian ini menunjukkan bahwa subtipe VHB yang
menginfeksi penderita hepatitis B kronik aktif yaitu
yang adw?2 di 12 dari 13 serum, dan yang aywl di satu
(1) serum (Gambar 2).

Hasil telitian ini menunjukkan bahwa genotipe VHB
yang menginfeksi penderita hepatitis B kronik aktif
yaitu yang B. Saat ini, telah teridentifikasi sebanyak
delapan (8) genotipe VHB yaitu A-H. Genotipe A
merupakan yang paling banyak ditemukan di Eropa
bagian utara dan tengah, Amerika Utara serta Afrika
Sub Sahara. Genotipe B dan C merupakan yang
utama di Asia. Genotipe D tersebar merata di Eropa,
Afrika dan Asia. Genotipe E terutama ditemukan
di Negara Afrika bagian Barat. Genotipe F banyak
ditemukan di Amerika Tengah, Amerika Selatan
termasuk semua galur dari Venezuela, Colombia, dan
Polinesia. Genotipe H dari Nikaragua, Meksiko, dan
California.23

Di genotipe A dan F terdapat dua (2) subgenotipe.
Genotipe B, C, D dibagi menjadi empat (4) subgenotipe.
Subgenotipe B dan C menyebar secara geografik
yaitu B1 yang dominan di Jepang, B2 di China, B3
di Indonesia, B4 di Vietnam, semuanya di subtipe
aywl.3 Beberapa subgenotipe HBV, yaitu: HBV/Aa (Al
untuk Asia dan Afrika), Ae (A2 untuk Eropa), Bj (Bl
untuk Jepang) dan Ba (B2 untuk Asia).”8 Subgenotipe
C1 sering ditemukan di Jepang, Korea dan China;
sedangkan yang C2 di China, Asia Tenggara dan
Banglades. Yang C3 di Oceania terdiri dari subtipe
adrq- dan C4 terutama ayw3 sering ditemukan di suku
Aborigin Australia. Genotipe D yaitu subgenotipe D1-4
menyebar di Eropa, Afrika dan Asia.? Genotipe F dibagi
menjadi dua (2) subtipe yaitu F1 dan F2. Subgenotipe
F1 banyak ditemukan di Amerika Tengah, F2 terutama
dari Amerika Selatan termasuk semua galur dari
Venezuela, Colombia dan Polinesia.2-3

Genotipe B dan C terutama ditemukan di Asia.2-3
Hasil telitian menunjukkan bahwa genotipe B dan C
merupakan yang dominan di Indonesia yaitu yang
B (66%), diikuti yang C (26%), D (7%) dan A (7%).
Kesemuanya didapat dari 899 subjek penelitian
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yaitu jumlah keseluruhan yang berasal dari 28 kota
di Indonesia. Genotipe C merupakan yang banyak
ditemukan di Sangihe Talaud, Maluku Utara dan
Papua. Genotipe B banyak ditemukan di Pulau
Sumatra, Jawa, Bali, Sumba, dan Flores. Genotipe
D banyak ditemukan di Maluku Selatan, sedangkan
yang A ditemukan di Kalimantan Timur dan Kupang.#
Genotipe B dan C juga merupakan yang utama dari
pendonor darah di Makasar yaitu sebanyak 61,21% dan
25,23% dari jumlah keseluruhan 214 serumnya.> Hal
ini juga sama dengan hasil telitian ini dan juga kajian
yang lain di Surabaya, yaitu dari sampel penderita
HBV kronik pendonor darah, pasien penyakit hati
kronis dan pasien hemodialisis.?

Subtipe ditentukan berdasarkan analisis serologis
protein surface antigen (HBsAg). Sembilan (9) subtipe
telah diidentifikasi, yaitu aywl, ayw2, ayw3, ayw4, ayr,
adw2, adw4, adrq+, dan adrq—. Dasar permolekulan
untuk menentukan ragaman subtipe d/y dan w/r
ditentukan berdasarkan sisa asam amino no 122, 127,
134, 159, 160, dan 177 (Tabel 1).1:26 Hasil telitian ini
yaitu subtipe adw2 ditemukan di 12 dari 13 serum dan
ditemukan satu (1) yang terkait aywl. Subtipe adw2
banyak ditemukan di Indonesia di pulau Sumatra,
Jawa, Kalimantan Selatan, Bali, Lombok, Ternate, dan
Morotai, seperti yang diperoleh dari sampel. Dan yang
digunakan pada penelitian ini berasal dari Surabaya
(Pulau Jawa).%10 Subtipe aywl banyak ditemukan di
Nusa Tenggara dan Maluku.1° Penderita Hepatitis B
kronik aktif yang terinfeksi VHB subtipe aywl pada
penelitian ini berasal dari Nusa Tenggara. Isolate
subtipe HBV dari Surabaya sebagian besar adalah adw
(94%), ayw (5%), dan adr (1%), kesemuanya berasal
dari 78 serum pendonor darah: penderita hepatitis B
kronis, liver sirosis, karsinoma hepatosel, hepatitis akut
dan hemodialisis.?

SIMPULAN

VHB yang menginfeksi penderita hepatitis B kronik
aktif di Surabaya adalah genotipe B dan subtipe adw2
yang bersangkutan berasal dari Surabaya, sedangkan
yang aywl berasal dari Nusa Tenggara.
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