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DETEKSI VIRUS HEPATITIS B (VHB) DALAM SERUM DARAH
DENGAN TEKNIK PCR (POLYMERASE CHAIN REACT. 10N)

Lina, MR, Dadang, S.,dan Suhadi, F,
Puslitbang Teknologi Isotop dan Radiasi, BATAN, Jakarta

ABSTRAK

(POLYMERASE CHAIN REACTION). Penelitian untuk mendeteks; adanya VHB dalam darah dengan
teknik PCR menggunakan 2 macam Ppasangan primer oligonukleotida, telah dilakukan. Sepuluh serum dipakai,
terdiri dari 5 serum HBsAg positif, 1 serum HBsAg positif lemah, 3 serum HBsAg negatif, dan 1 serum DNA
VHB negatif hasil PCR dari laboratorium lajn, Perlakuan awal sampel yaitu untuk mempurifikasi dan
mengekstraksi DNA virus, dilakukan dengan metode BOOM. Dua macam pasangan primer, yaitu PC] & PC2
dan P1 & P2 dipakai untuk PCR. Penggunaan primer PC1 & PC2 dilakukan dengan 2 perlakuan, yaitu La &
Lb. Amplifikasi DNA dari 5 serum HBsAg positif dengan perlakuan La., menunjukkan DNA VHB positif
hanya pada 3 serum, sedangkan dengan perlakuan Lb dan dengan penggunaan primer Pl & P2 (pasangan
primer ke dua), menunjukkan hasil positif untuk ke Iima serum tersebut. Dari pemeriksaan 3 serum HBsAg
negatif, hanya | serum memperlihatkan DNA VHB Positif , yaitu darj hasil proses PCR menggunakan primer

menunjukkan hasi] negatif untuk 1 serum dengan HBsAg positif lemah. Dalam penelitian inj ternyata proses
PCR menggunakan primer Pl & P2 lebih sensitif dibanding dengan primer PCI & PC2.

in serum with PCR technique by USIg two pairs of oligonucleotide primers, has been carried out. Ten serum
consisted of 5 HBsAg positive serum, 1 HBsAg weak positive serum, 3 HBsAg negative serum, and 1 sampel
with negative HBV DNA 45 a previous PCR product from another laboratory, were used to purify and to
extract the DNA of virus, the sample pretreatment was done with Boom method. The two pairs of primers
used for the PCR process, were PCI & PC2 and P] & P2, The amplification process by means of PCI & PC2
primer was carried out with two treatments, T.a. & I b treatments of 5 HBsAg positive serum samples, 3 were

negative HBV DNA result in the HBsAg weak positive serum. The DNA amplification process by means of
Pl & P2 primer was more sensitive compared with PC] & PC2 primer.

PENDAHULUAN subklinis, Sebagian penderita hepatitis B tersebut akan
menjadi kronis yang berlanjut menjadi sirosis dan

Hepatitis atau dikenal sebagai penyakit liver atan kanker hati (hepatocellular carcinoma)  sehingga
hati  disebabkan peradangan  pada Jaringan  hatj. berakibat kematian akibat kegagalan fungsi hati. Oleh
Timbulnya peradangan ini akibat infeks; virus, salah karenanya, penyakit ini merupakan masalah kesehatan
satunya adalah virus hepatitis B (VHB). Ukuran VHB yang serius dan perly benanganan yang baik. Menurut
sekitar 42 nm yang dikenal sebagai partikel Dane, DALIMARTHA [4] dan KANE et o/ yang dikutip oleh
Struktur VHB terdiri dari suatu selubung (envelope) WIDJAJA [5], menyatakan bahwa lebih dari 2 milyar
dari antigen permukaan (HBsAg), nukleokapsid dari penduduk di dunia telah terinfeksi VHB dan 300 - 350
antigen core (HBcAg) dan antigen precore (HBeAg) Jjuta adalah pengidap HBsAg. Prevalensi donor darah
serta genom (DNA) virus yang berukuran 3.2 kb [L, 2, HBsAg di Indonesia bervariasi antara 2,4 - 9.1% dan
3]. Antigen tersebut dan antibodi yang terbentuk dapat didaerah tertentu seperti Nusa Tenggara prevalensinya
dipakai sebagai petanda tes serologik. lebih dari 10% [6].

Jumlah penderita hepatitis B semakin meningkat Diagnosis  laboratorium untuk  mengetahui
baik di dunia maupun di Indonesia, Hal inj antara lain adanya infeksi VHB dan prognosis penyakit hepatitis I3
disebabkan sebagian individu yang terinfeksi VHB tersebut, dapat dilakukan dengan petanda serologik
tidak menunjukkan gejala klinis / asimtomatik atau  yang ada di dalam darah, seperti HBsAg, anti HBs, anti
manifestasi yang timbul berupa gejala yang ringan / HBc, HBeAg, anti HBe, menggunakan teknik ELISA

131
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[4, 5, 7]. Teknik lain yang dapat mendetcksi adanya
infeksi VHB. adalah hibridisasi asam nukleat dengan
pelacak DNA. Polymerase chain reaction (PCR)
merupakan metode yang lebih sensitif dan spesifik
dibanding dengan ke dua metode tersebut .DNA VHB
yang dapat dideteksi dengan PCR adalah 1 - 10 ag
(setara dengan 1 - 10 genom virus sedangkan dengan
metode hibridisasi dengan pelacak DNA, konsenfrasi
DNA virus yang terdeteksi adalah 0,1 - 1 pg (setara
dengan 10" - 10° kopi genom virus) [2]. Proses PCR
yang  dilanjutkan  dengan analisis ~ hibridisasi
menggunakan pelacak DNA yang berlabel radioisotop,
kemampuan deteksinya meningkat menjadi 10° kali
lebih tinggi dibandingkan proses PCR dengan deteksi
menggunakan elcktroforesis gel agarosa dan pewarnaan
etidium bromida [8].

Beberapa penyakit yang sering kali muncul
setelah transplantasi jaringan biologi antara lain
keracunan obat dan infeksi karena virus.  Oleh
karenanya, jaringan biologi baik berasal dari donor
hidup maupun jenasah, harus bebas dari virus seperti
VHB, VHC (Virus Hepatitis C), HIV (Human
Immunodeficiency Virus). ~ PEREIRA et al. [9]
menyatakan prevalensi anti VHC dalam donor jenasah
yang ditelitinya adalah 1,8% (13 dari 716 donor) dan
dari 11 donor tersebut, 5 donor positif untuk petanda
serologik anti Hepaititis B core (anti HBC).

Dalam perkembangan Bank Jaringan Biologi di
Indonesia khususnya Bank Jaringan Biologi Riset
Batan, sangat diperlukan penelitian yang berkaitan
dengan penyediaan jaringan biologi yang berkualitas
tinggi [10]. Suatu penelitian untuk mendeteksi adanya
agen penyebab penyakit khususnya virus seperti VHB,
VHC, HIV pada donor jaringan biologi melalui
pemeriksaan darahnya dengan metode cepat dan akurat
yang mempunyai spesifitas dan sensitivitas tinggi
seperti PCR, sangat diperlukan.

BAHAN DAN METODE

Persiapan DNA dari Sampel. Sepuluh serum
darah dari laboratorium klinik digunakan dalam
penelitian ini, terdiri dari 5 buah serum dengan HBsAg
positif, 1 buah serum dengan HBsAg positif lemah, dan
3 puah serum dengan HBsAg negatif. Purifikasi dan
ekstraksi DNA virus dilakukan dengan metode BOOM
[11]. Secara singkat metode tersebut dapat dijelaskan
sebagai berikut, larutan bufer lisis yang mengandung
Tris-HCI, GuSCN (guanidinium thiocyanate), EDTA,
dan Triton X-100, ditambahkan ke dalam 100 pl serum.
DNA virus kemudian dipurifikasi dan diekstraksi
dengan menambahkan supensi diatom dalam HC, bufer
pencuci terdiri dari larutan Tris-HCI + GuSCN, etanol
70%, dan aseton. Pemisahan DNA dilakukan dengan
menambahkan bufer elusi TE (Tris-EDTA), pemanasan
pada suhu 56°C dan sentrifugasi pada kecepatan tinggi
(12.000 rpm). Larutan DNA yang didapat selanjutnya
dipakai untuk diamplifikasi dengan metode PCR.

Proses Amplifikasi DNA.VHB. Amplifikasi
DNA dilakukan dengan metode PCR menggunakan alat
DNA thermocycler., Pada penelitian ini, 2 macam

pasangan primer oligonukleotida yaitu pasangan primer
I : PCl (5-CATAAGAGGACTCTTGGACT-3") &
PC2 (5-AAAGAATTCAGAAGGCAAAAACGA-3),
didesain oleh OKAMOTO et al. yang dikemukakan
oleh WIDJAJA et al. [5], dan pasangan primer II: P1
(5'- CAAGGTATGTTGCCCGTTTG-3') & P2 (5-
AAAGCCCTGCGAACCACTGA-3") [2], dipakai
untuk proses amplifikasi. Penggunaan pasangan primer
I (PC1 & PC2) dilakukan dengan 2 perlakuan
(perlakuan La dan 1b.), yaitu 2 macam komposisi
campuran PCR dan 2 macam program untuk proses
amplifikasi.. Komposisi pertama (La.) terdiri dari bufer
reaksi 10 mM Tris-HC1 & 50 mM KCl, larutan 2,0 mM
MgCl,, 200 pM deoksinukleotida trifosfat (dNTP),
konsentrasi primer masing-masing 15 pmol, dan 1 Unit
Taq polymerase. Perbedaan komposisi larutan PCR
pertama dan ke dua (Lb.) adalah penambahan 0,01%
larutan gelatin, perubahan konsentrasi, yaitu 2,5 mM
MgCl, , dan Taq polymerase 1,5 Unit sedangkan untuk
pasangan primer II (P1 & P2), konsentrasi gelatin yang
digunakan 0,02%, konsentrasi primer 1 pM, dan Tag
polymerase 2 Unit. DNA VHB dari sampel yang akan
diamplifikasi ditambahkan ke dalam larutan terscbut.
Campuran kemudian ditambah dengan mineral oil
Proses amplifikasi dilakukan dengan 3 tahap untuk
setiap siklus, yaitu tahap denaturasi, annealing, dan
extension. Tahap denaturasi untuk primer [ (PCl &
PC2) campuran larutan PCR pertama (La). dan ke dua,
(Lb.) masing-masing adalah scbagai berikut : suhu
94°C, selama 1 menit, dan 95°C, 1 menit, sedangkan
untuk pasangan primer 11 (P1 & P2) suhu yang
digunakan 95°C selama 2 menit. Tahap annealing
dilaksanakan dalam suhu 56°C, selama 1 menit untuk
primer I dengan campuran larutan PCR pertama Ia),
suhu  55°C, 1 menit untuk campuran larutan ke dua
(Lb.), dan suhu sama selama 2 menit untuk primer IL
Tahap extension dilakukan dalam suhu 72°C selama 1
menit untuk pemakaian primer I larutan PCR pertama,
(La.) suhu yang sama, selama 2 menit untuk larutan
PCR ke dua (Ib.) , dan suhu 70°C selama 2 menit
untuk primer II. Jumlah siklus yang diperlukan baik
untuk penggunaan ke dua macam primer tersebut sama,
yaitu 35 siklus. Sebagai kontrol positif digunakan DNA
dari serum darah pasien dengan DNA VHB positif
hasil pemeriksaan dari suatu laboratorium klinik.,
sedangkan larutan PCR yang ditambah dengan bufer TE
1 x dipakai sebagai kontrol negatif.

Deteksi DNA Hasil Amplifikasi. Fragmen
DNA hasil amplifikasi sebanyak 8 pl setelah ditambah
dengan loading buffer dianalisis dengan teknik
elektroforesis gel agarosa dengan konsentrasi agarosa
sebesar 1,5% (b/v). Proses elektroforesis dilakukan
dalam bufer TBE (Tris-Borat-EDTA) dengan voltase
konstant (100 V). Visualisasi DNA yang telah
dielektroforesis, dilakukan dengan mewarnai gel
dengan larutan etidium bromida dan memaparkan gel
di bawah UV transilluminator. Penentuan ukuran berat
molekul fragmen DNA hasil amplifikasi dilakukan
dengan menggunakan penanda berat molekul (marker)
@X174 Hae III.
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HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil proses PCR menggunakan pasangan
primer I dengan perlakuan La. dari 5 buah sampel
serum darah dengan HBsAg positif, 1 serum dengan
HBsAg positif lemah, 1 serum dengan DNA VHB
negatif hasil PCR laboratorium lain, dan 3 serum
dengan HBsAg negatif, dapat dilihat pada Gambar 1
dan 2. Dari 5 buah serum darah dengan HBsAg positif
(sampel no. 1, 2, 3, 4, 5) ternyata hanya 3 buah sampel
serum (sampel no. 1, 3, dan 5), yYang menunjukkan
DNA VHB positif menggunakan teknik PCR tersebut dj
atas, yaitu terlihat adanya pita DNA pada gel agarosa
(Gambar ], lajur 3, 5, Gambar 2, lajur 5). Semua serum
dengan HBsAg negatif  (sampel no. 7, 8., 9) hasil
PCRnya juga negatif (Gambar 1, lajur 7 dan Gambr 2,
lajur 3, 6). Demikian Jjuga hasil PCR untuk 1 sampel
dengan DNA VHB negatif berdasarkan tes PCR darj
laboratorium lain, Juga menunjukkan hasil negatif, yaitu
tidak adanya pita fragmen DBA pada gel agarosa
(Gambar 2, lajur 7). Besarnya produk PCR adalah
sekitar 283 bp.

Gambar 3 dan 4 menunjukkan hasil proses PCR
menggunakan pasangan primer yang sama dengan
perlakuan Lb. seperti telah dijelaskan sebelumnya. Darj
hasil tersebut terlihat bahwa 5 buah serum positif
HBsAg, semuanya menunjukkan hasil PCR positif yaitu
adanya fragmen DNA VHB .( Gambar 3, lajur 3, 5, 6,
dan Gambar 4, lajur 4, 5), sedangkan 1 buah serum
dengan DNA VHB negatif hasil PCR laboratorium lain,
dengan tes PCR tersebut, menunjukkan hasil positif
(Gambar 4, lajur 7). Sensitivitas tes PCR dengan
pelakuan Lb ternyata Iebih tinggi .apabila dibandingkan
perlakuan I.a., meskipun sekwens primernya sama,
hamun  komposisi larutan sangat berpengaruh dj
samping juga program untuk proses amplifikasi,
Optimasi amplifikasi sangat berpengaruh terhadap
sensitivitas dan spesifisitas reaksi amplifikasi, Faktor
yang sangat berperan pada optimasi PCR antara lain
adalah konsentrasi kation divalen (Mg++) dalam larutan
MgCl,, konsentrasi enzim , konsentrasi nukleotida,
konsentrasi primer, larutan tambahan untuk proses
PCR, suhu untuk annealing dll. seperti misalnya
konsentrasi ion magnesiun apabila terlaly rendah
menurunkan efisiensi reaksi sedangkan terlalu tinggi
menurunkan spesifisitas. Demikian Juga konsenirasi
enzim (7aq polymerase) terlalu rendah menurunkan
efisiensi amplifikasi dan konsentrasi terlaly tinggi
menghasilkan fragmen DNA non spesifik  [12]. Tes
PCR dari laboratorium lain pada 1 sampel serum
(sampel no. 10)  menunjukkan hasil negatif, namun
dengan tes PCR dalam penelitian ini (I.b.) menunjukkan
hasil positif (Gambar 4, lajur 7). Salah say
kemungkinan yang menyebabkan adalah pasangan
primer  oligonukleotida yang  digunakan dalam
penellitian ini yaitu primer PC1 & PC2 (Lb.) lebih
sensitif dibandingkan dengan primer dari laboratorium
yang sebelumnya telah mmenganalisis sampel tersebyt.
Peneliti terdahuly menyatakan senstivitas primer PC]
& PC2 cukup tinggi yaitu 0,1 pg/ml DNA VHB dalam
serum [5].
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Analisis produk PCR menggunakan pasangan
primer II (P1 & P2) diperlihatkan pada Gambar 5 dan
6. Gambar terscbut menunjukkan 5 buah sampel serum
dengan HBsAg positif, juga menunjukkan hasil positif
dengan tes PCR tersebut (Gambar 5, lajur 3, 4, 5 dan
Gambar 6, lajur 3, 4).dan hasil positif Juga diperoleh
dari 1 sampel negatif berdasarkan tes PCR dari
laboratorium lain (sampel no, 10) (Gambar 6, lajur 7)
Besarnya fragmen DNA hasil amplifikasi adalah 259
bp. Data lain menyatakan dari 3 buah serum HBsAg
negatif, 1 serum nenunjukkan hasil positif , vyaity
sampel no. 8 dengan fragmen DNA yang dihasilkan
lebih kecil dari 259 bp. (Gambar s, lajur  5),
Berdasarkan sekwens dari  genom VHB, ukuran
fragmen DNA tersebut yang lebih kecil, kemungkinan
disebabkan adanya beberapa basa pada genom tersebut
(TCAGT) pada lokasi berbeda yang berkomplemen
dengan beberapa  basa (AGTCA) dari primer
oligonukleotida P2 [13].  Sensitivitas teknik PCR
menggunakan primer P] & p? lebih tinggi dibanding
dengan menggunakan primer PC1 & PC2. Primer ini
didesain dari gen HBg sedangkan PC1 & P2 didesain
dari daerah precore/core VHB. Sebagaimana telah
dijelaskan 1 sampai dengan 10 ag DNA VHB ( setara
dengan 1 sampai dengan 10 genom virus) dapat
dideteksi dengan teknik tersebut (2). Menurut penelitian
MULYONO [14], serum HBsAg negatif dapat
mengandung DNA VHB, Kemungkinan yang terjadi
adalah adanya VHB spesifik berkaitan dengan daerah
geografi. Dilaporkan adanya individu non-responsif
terhadap vaksinasi dengan munculnya VHB yang
mengalami mutasi pada antigen permukaan (HBsAg)
dan  kemungkinan mutan HBsAg tidak terdeteksi
dengan reagen yang ada.

Semua tes PCR yang dilakukan dalam penelitian
ini pada sampel  dengan HBsAg positif lemabh,
menunjukkan hagil negatif, Hal ini mungkin
disebabkan VHB sudah tidak mengadakan replikasi
atau perlu dilakukan suatu teknik yang lebih sensitif
seperti nested PCR ataupun teknik PCR dilanjutkan
dengan teknik hibridisasi yang dideteksi deteksi dengan
pelacak DNA berlabel radioaktif, Menurut BONINO et
al., MATSUYAMA et al, dan NEGRO et al.yang
dikutip oleh YOKOSUK A et al [15], terdapatnya DNA
VHB dalam serum, menunjukkan adanya replikasi virus
dan bersifat sangat infectious.

KESIMPULAN
Deteksi adanya VHB dalam serum  darah
dengan  (cknik PCR menggunakan  primer

oligonukleotida P1 & P2 lebih sensitif dibanding
dengan pasangan primer PC1 & PC2. Sedangkan
penggunaan primer PC1 & pC2 dengan 2 perlakuan
(La. & Lb.) menunjukkan tes PCR I.p, lebih sensitif
dari pada I.a,

Seunsitivitas teknik PCR dalam penelitian ini
dapat ditingkatkan dengan menggunakan teknik yang
lebih senstif yaitu nested PCR atau teknik PCR
dilanjutkan  hibridisasi dan  deteksi dengan
menggunakan pelacak DNA berlabel radioaktif.
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Lajur | : Marker DX174 Hae 111 Lajur 1 : Marker X174 Hae 11
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Lajur 3 : Sampel | (11BsAg +) Lajur 3 ; Sampel 8 (11BsAg -)

‘ Lu;_'ur4 : Sampel 2 (HBsAg +) Lajur 4 Sampel 4 (HBsAg +)

. La!ur 5: Sampel 3 (HBsAg +) Lajur s : Sampel § (HBsAg +)
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Gambar 3 1lasil PCR VIIB dari serum dengan Gambar 4. [fasil pCR VHB dari serum dengan
: primer PCI & PC2 (1.b.) mengguna- primer PC1 & P2 (1.b.) mengguna-

kan teknik elekirofiftesis gel agarosa kan teknik elektroforesis gel agarosa.
Lajur 1 : Marker &3X174 Hae Il Lajur 1 : Marker @X174 Hae 111
Lajur 2 : Kontrol + Lajur 2 : Kontrol +
Lajur 3 : Sampe] 2 (HBsAg +) Lajur 3 : Sampel § (HBsAg -)
Lajur 4 : Sampel 7 (HBsAg -) Lajur 4 : Sampel 4 (HBsAg +)
Lajur 5 : Sampel | (HBsAg +) Lajur 5 : Sampel 5 (HBsAg +)
Lajur 6 : Sampel 3 ( HBsAg +) Lajur 6 : Sampel 9 (11BsAg -)
Lajur 7 : Sampel 6 (HBsAg + lemah) Lajur 7 : Sampel 10 (DNA VHB -
Lajur 8 : Kontrol - Lajur 8 : Kontrol -
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Gambar 5 1asil PCR VIIB dari serum dengan Gambar 6. Hasil PCR VIIB dari serum dengan

primer P1 & P2 menggunakan primer P1 & P2 menggunakan
teknik clcklmlf'»'rcsis gel agarosa teknik elcktroforesis gel agarosa.

Lajur 1 : Marker X174 Hae i1} Lajur 1 : Marker @X174 Hae 111
Lajur 2 : Kontrol + Lajur 2 : Kontrol +

Lajur 3 : Sampel 1 (HBsAg +) Lajur 3 : Sampel 4 (HBsAg +)
Lajur 4 : Sampel 2 (HBsAg +) Lajur 4 : Sampel 5 (11BsAg +)
Lajur 5 : Sampel 3 (HBsAg +) Lajur 5 : Sampel 8 (HBsAg-)
Lajur 6 : Sampel 6( HBsAg +lemah) Lajur 6 : Sampel 9 (HBsAg -)
Lajur 7 : Sampel 6 (HBsAg -) Lajur 7 : Sampel 10 (DNA VHB -)

Lajur 8 : Kontrol - Lajur 8 : Kontrol -
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