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Abstrak
Antiviral nucleos(t)ide analogue (NUCs) merupakan pengobatan utama pada hepatitis B kronis (HBK).

Pemberian jangka panjang dinilai cukup efektif menekan progresivitas penyakit, namun dapat menimbulkan
mutasi resisten. Studi ini melihat karakteristik gen polimerase yang berkaitan dengan reslstensl NUCs pada
penderita HBK asimptomatik pra-pengobatan. Penelitian dilakukan di Laboratorium Hepatitis, Lembaga
Biologi Molekuler Eijkman, Jakarta. Sebanyak 38 sampel individu dengan hepatitis B surface antigen (HBsAg)
positif dikarakterlsasl dengan PCR-sekuensing. Genotipe dan subtipe ditentukan berdasarkan sekuens
HBsAg. Sebanyak 37 (97,4o/o) sampel menunjukkan mutasi 4Q238H/N dan satu sampel wildtype. Sebanyak
23 (62,2%) memiliki mutasi rtQ238H, 10 (27,0%) rtQ238N, dan empat (10,8%) dengan mutasi ganda rtA194T
dan dQ238H. Genotipe B ditemukan pada 26 (68,4%) sampel, genotipe C pada 11 (28,9%), dan genotipe

D pada satu (2,6%) sampel. Secara statistik, mutasi rtQ238H berasoslasi dengan genotipe B (p<0,001) dan
mutasi ftQ238N dengan genotipe C (p<0,001). Subtrpe ayw ditemukan pada 25 (65,8%) sampel, adr pada

11 (28,9%), dan adw pada dua (5,3o/o) sampel. Sebagian besar sampel tidak menunjukkan mutasi yang

berkaitan dengan reslstensi NUCs, sehingga pemberian NUCs masih. Mutasi ftQ238H merupakan varian
yang berkaitan dengan genotipe B dan dQ238N dengan genotipe C.

Kata kunci: virus hepatitis B; mutasi; pengobatan; polymerase.

Reverse-Tran scri ptase Characteristics of H epatitis B Vi rus Polymerase
Gene in Treatment-Naive Asymptomatic Chronic Hepatitis B lndividuals

Abstract
Nucleos(t)ide analogues (NUCs) remain the main treatmentfor chronic hepatitis B (CHB). Long-term use

of NUCs significantly reduces disease progression; however, it might lead to reslsfance-associated mutations.

We studied characteistics of polymerase gene related to NUCs resislance in naiVe hepatitis B surface

antigen (HBsAg)-positive individuals. The research was done at Laboratory of Hepatitis, Eijkman lnstitute,

Jakafta Thifty eight samples were obtained and submitted for HBV DNA detection. ldentification of mutations

was peiormed by PCR-sequencing, and analyzed to obtain NUCs reslslance motifs. Genotype and subtype
were determined based on HBsAg sequence. Mutation of $Q238H/N was found in 37 (97.40/) samples.

Of those, 23 (62.2%) showed rtQ238H mutation, 10 (27.0%) had ftQ238N mutation, and four (10.8%) with

double mutations of dA194T and ftQ238H. Genotype B was found in 26 (68.4%), C in 11 (26.9%), and D in

one (2.6%) samp/es. Statistically, the mutation variant of rtQ238H was assocr,afed with genotype B (p.0.001),

while rtQ238N with C (p<0 001). The aW subtype was found in 25 (65.8%), adr in 11 (28.9%), and adw in two
(5.3%) samples. No mutation associated with NUCs resistance was found in mosf samples. This emphasizes

that NLJCs are still a prospective treatment in naiVe CHB patients. Mutation of rtQ238H was a variant found

to be significantly associated with HBV genotype B and ftQ238N with genotype C.
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Pendahuluan
Penyakit hepatitis B merupakan penyakit yang

menyerang hati, disebabkan oleh infeksivirus hepatitis
B (VHB) dan merupakan masalah kesehatan dunia
terutama di negara berkembang. Berdasarkan status
HBsAg, sekitar 257 juta penduduk dunia menderita
infeksi kronis VHB. Pada tahun 2015 sebanyak
887 ribu orang meninggal dunia karena VHB yang
sebagian besar mengalami komplikasi sirosis dan
kanker hati.1,2 Berdasarkan hasil riset kesehatan
dasar tahun 2007 didapatkan 9,4o/o penduduk
mengidap infeksi VHB sehingga lndonesia termasuk
negara dengan prevalensi hepatitis B yang tinggi.%

VHB merupakan virus DNA dengan genom
sirkuler untai ganda parsial dan memiliki 4 open
reading frames (ORFs) yang tumpang tindih
membentuk genom kompak dan protein: ORF S
(suiace) menyandi hepatitis B surtace antigen
(HBsAg), ORF C (core) menyandi hepatitis B core
antigen (HBcAg)dan hepatitis B e antigen (HBeAg),
ORF P (polimerase) menyandi polimerase, dan
ORF x menyandi hepatitis B x antigen (HBxAg).

Proses replikasi DNAVHB harus melalui proses
transkripsi balik (reverse transciption) dari RNA
intermediate (pgRNA) menjadi relaxed crrcular DNA
(rcDNA) menggunakan enzim reverse transcriptase
VHB. Karena tidak memiliki kemampuan proof
reading pada enzim reverse transcriptase, proses
transkripsi balik tersebut memicu terbentuknya
variasigenetik pada genom VHB yang sifatnya dapat
fatal bagi virus tetapi sebagian lagi tetap hidup dan
beredar sebagai VHB mutan.T Genom VHB yang
kompak juga dapat meningkatkan terbentuknya
variasi genetik. Tidak adanya mekanisme proof
reading dan genom yang kompak ditambah laju
replikasi yang tinggi dapat meningkatkan variasi
genetiUmutasi genom VHB yang dapat mencapai
frekuensi 1,4x105 - 3,2x1 05 nukleotida/hari.&10

lnteraksiVHB dengan sistem imun pejamu turut
berperan dalam menimbulkan variasi genetik VHB
sebagai respons virus untuk bertahan dari sistem
imun pejamu termasuk pemberian obat.11'16 Hingga
kini pengobatan hepatitis B kronis meliputi obat
nu kleot(s)ida analog ( NUCs) dan pegy I ate d- i nte rfe rc n
alpha (pq-lFN) yang dapat digunakan sendin atau
kombinasi keduanya. NUCs merupakan inhibitor
kompetitif enzim reverse transciptase sehingga dapat
menekan replikasiVHB cukup efisien dan menurunkan
jumlah VHB yang beredar di tubuh pejamu. Terdapat
beberapa NUCs yang sudah digunakan yakni

lamivudin (LAM), adefovir dipivoksil (ADV), entekavir
monohidrat (ETV), telbivudin (LdT), dan tenofovir
disoproksil fumarat (l-DF) serta emtrisitabin.

Pengobatan dengan NUCs jangka panjang

dapat mengurangi jumlah virus sehingga dapat

eJKl

menekan progresivitas penyakit.lT Pemberian EW
atau TDF hingga 5 tahun dapat menekan DNA
VHB hingga tidak terdeteksi pada g4-98o/o kasus,
serokonversi HBeAg pada 4041% pasien dengan
HBeAg positif, hilangnya HBsAg pada 3-10%
kasus, dan penurunan ALT.18-20 Pemberian secara
oral, efek samping yang sedikit, respons yang
cukup tinggi, serta biaya yang tidak terlalu tinggi
menyebabkan NUCs menjadi pilihan. Meskipun
demikian, penggunaan jangka waktu lama
terutama NUCs yang memiliki low genetic barrier
atau pemakaian monotherapy dapat menimbulkan
resistensi NUCs, long-term safety. dan durasi
pengobatan yang tidak terbatas untuk tetap
menekan replikasi virus.5 Yapali et al20 melaporkan
bahwa risiko resistensi NUCs 1,2oh untuk ETV dan
0% untuk TDF pada penggunaan lebih dari 5 tahun
pada pasien yang belum mendapat pengobatan.

Pemberian NUCs jangka panjang menekan
progresivitas penyakit pada pasien dengan viral load
tinggi dan reverse fibrosis dan sirosis.2l Penggunaan
kombinasi nukleosida dan nukleotida analog lebih
direkomendasikan untuk mengatasi resistensi obat
viral.s,6

Variasigenetik pada gen polymerase terutama
pada domain reverse transcriptase dapat menjadi
hambatan pengobatan dengan NUCs. Dengan
demikian informasi mengenai prevalensi mutasi di
suatu wilayah akan bermanfaat dalam menentukan
penanganan hepatitis B. Studi ini bertujuan
mendapatkan data karakteristik gen polimerase
DNA VHB pada pasien dengan infeksi VHB kronis
asimptomatik yang belum mendapat pengobatan.

Metode
Subjek Penelitian

Subjek penelitian merupakan 38 individu
dari kelompok populasi "sehat" dengan HBsAg
positif tanpa gejala/asimptomatik yang berasal
dari beberapa daerah di lndonesia dan belum
mendapat pengobatan antiviral. Subjek setuju
untuk ikut serta secara suka rela dalam penelitian
ini dan menandatangani surat persetujuan setelah
penjelasan. Penelitian dilakukan di Laboratorium
Hepatitis, Lembaga Biologi Molekuler Eijkman,
Jakarta. Semua protokol penelitian telah mendapat
persetujuan dari Komisi Etik Lembaga Biologi
Molekuler Eijkman (93/EIREC/201 5).

DNAVHB didapat dari ekstraksi 1 40 pL serum
masing-masing subjek penelitian menggunakan
QlAamp DNA MiniKit (QIAGEN, CA, USA) dan
dilarutkan menjadi 60 ;tL. Amplifikasi bagian
gen polimerase VHB dilakukan dengan teknik
polymerase chain reaction (PCR) menggunakan
primer spesifik 006F (nt 56-75; 5'- CCT GCT GGT
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GGC TCC AGT TC -3') sebagai primer sense and
995R (nt993-970; S'-TTG ACATAC TTT CCAATC
AAT AGG -3') sebagai primer anflsense, yang
mencakup ranah gen yang menyandi reyerse
transcriptase (rt) dari asam amino pertama rtl
sampai asam amino rt281. PCR dilakukan dalam
volume 25 pL dengan komposisi 20 mM Tris-HCl
pH 8,4, 50 mM KCl1,5 mM MgCl, 200 trM dNTP,
400nM masing-masing primer dan 1 unit enzim taq
polymerase (lnvitrogen, USA). Produk PCR positif
dengan ukuran 939 pb dimurnikan menggunakan
PCR purification column (OIAGEN, CA, USA) untuk
dilakukan sekuensing dengan DNA sequence
analyzer ABI 31 30xl (Applied Biosystems, USA).

Analisis Karakteristik Gen Polimerase VHB
Sekuens DNA gen polimerase disejajarkan

dengan sekuens VHB yang diperoleh dari
GenBank (AN. M54923) sebagai acuan normal
dan penomoran basa pada sekuens genom VHB
dimulai dari situs pemotongan enzim restriksi
EcoRl. Sekuens asam amino diperoleh dengan
penterjemahan sekuens DNA setelah dilakukan
pensejajaran yang dimulaidari ORF P, sedangkan
penomoran asam amino rt dimulai dari asam
amino 349 dari protein P sebagai rt1.22 Penentuan
mutasi yang berkaitan dengan obat NUCs
mengikuti panduan yang disusun untuk kawasan
Asia Pasifik yakni mutasi rtM204V/1, rtl180M dan/
atau rtA181V/T berkaitan dengan resistensi LAM;
mutasi rtM204l dan/atau rtA181V/T berkaitan
dengan resistensi LdT; mutasi rtA181V/T dan/atau
rtN236T berkaitan dengan resistensi ADV; mutasi
rtl180M, rtT184S/tu1lL/G/C/M, rtM204V dan/atau
rtM250V berkaitan dengan resistensi ETV; dan
mutasi rtA181Tru untuk resistensi TDF.2,23,24

Karakteristik Reverse Transciptase

Penentuan Genotipe dan Subtipe VHB
Genotipe VHB ditentukan dengan analisis

filogenetik berdasarkan urutan basa dari gen
penyandi polimerase sepanjang 797 basa yang
tumpang tindih dengan sekuens basa gen HBsAg.
Analsis pohon filogenetik dilakukan bersama
dengan 24 sekuens yang diperoleh dari GenBank
dan telah diketahui masing-masing genotipenya,
menggunakan peranti lunak MEGA 4.1 dengan
parameter Kimura-2, neighbor-joimng, dan nilai
bootstrap 1000.25,26 Subtipe VHB ditentukan
berdasarkan jenis asam amino pada posisi 122
dan 160 dari protein HBsAg. 27

Hasil
Mutasi pada Domain Reverse Transcriptase
Gen Polimerase

Dari 38 subjek penelitian dengan infeksi VHB
kronik asimptomatik, sebanyak 10 (26,3%) subjek
berasal dari sisi barat dan 28 (73,7%) subjek dari
daerah garis Vlhllacea dan sebagian kecil dari sisi

timur \Ahllacea (Tabel 1 ). Semua sampel dari 38 subjek
menunjukkan hasil positif deteksi gen polimerase

DNA VHB berukuran 939 pb. Hasil pensejajaran

sekuens domain /'everse tnnsciptase gen polimerase
yang berperan kritikal dalam replikasi Dl*.lA VHB
menggunakan sekuens daerah yang sama dari isolat
AN. M54923 sebagai acuan normal/pembanding. Hasil
analisis dengan melihat posisi tertentu yang terkait
dengan resistensi NUCs menunjukkan variasi genetik
yang mengakibatkan mutasi asam amino pada 37
(97,4%) sampel, sedangkan 1 sampel menunjukkan

sekuens wild type (wt). Dari 37 sampel dengan mutasi,

didapat 23 (62,20/") sampel dengan mutasi rtQ238H,
10 (27,0%) sampel dengan mutasi rtQ238N, dan 4
(10,8%) sampel (KD35, KDl04, KDl35, dan KDl43)
dengan mutasi ganda rtA194T dan rtQ238H (Tabel 2).

Tabel 1. Mutasi dan Polimorfisme Domain Reyerse Transcriptase Gen Polimerase yang
Berkaitan dengan Resistensi Nukleos(T)ida Analog dan Genotipe

Antiviral
Varian asam amino Nukleosida analog

LAM LdT ETV

Nukleotida analog Genotipe
ADV TDF

Mutasi
A181Tru
1180M + M204V/|/S
M204Vil
N2367
A181T / + N2367
L180M + M204V/lrT'184
L'l80M + M204V/ltS202
1180M + M204v/ltl169TtM250
rtA194T

Polimorfisme
rtQ238H

rtQ238N

S
R

R

S

S

R

R

R

s

R
R

R

S

R

R

R

R

R

s
I

I

S

S

R

R

R

S

R

I

I

R

R

S

s
S

?

s
S

S

I

I

S
S

S
t/R

B

c
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Mutasi Q238H/N dan Genotipe
Dari 37 sampel VHB yang menunjukkan

mutasi Q238H/N, terdapat 27 sampel dengan
mutasi rtQ238H yang sebagian besar (26; 96,3%)
sampel memiliki genotipe B dan hanya 1 sampel
dengan genotipe C (Tabel 2). Pada 10 sampel
lainnya dengan mutasi rtQ238N, sebanyak I
(90%) sampel menunjukkan genotipe C dan 1

sampel dengan genotipe D. Pada penghitungan
statistik yang menggunakan perangkat lunak
SPSS 0 didapat bahwa mutasi rtQ238H berkorelasi
dengan genotipe B (p<0,001) dan mutasi rtQ238N
berkorelasi dengan genotipe C (p<0,001 ).

eJKl

Klasifikasi Genotipe dan Subtipe
Semua sampel terdistribusi dalam kelompok

genotipe pada pohon filogenetik dengan
nilai bootstrap 74-100 yang menunjukkan
pengelompokkan genotipe sangat baik (Gambar
1). Sebanyak 26 (68,4%) sampel termasuk
kelompok genotipe B, 11 (28,9%) isolat termasuk
dalam genotipe C, dan 1 (2,6%) isolat masuk
genotipe D. Sebaran subtipe sebanyak 25 (65,8%)
sampel memiliki subtipe ayw, 11 (28,9%) sampel
dengan subtipe adr, dan 2 (5,3%) sampel dengan
subtipe adw.

Tabel 2. Sekuens Domain Reyerse Transcriptase Gen Polimerase yang Berkaitan dengan Resistensi
Nukleos(T)lda pada Seluruh Sampel dengan M54923 sebagai Sekuens Acuan

No lD sampel Genotipe Subtipe rtl169 rtL180M rtA'181V/T rtT184 rtA'194T rts202 rtM2o4V/l/S rtN236T rtQ238H/N rtM250V

adw
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9 KDt04

10 KDt35
'll KDt43
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Gambar 1. Pohon Filogenetik yang Dikonstruksi Berdasarkan Sekuens Gen Polimerase Sepanjang

797 Basa Menggunakan Piranti Lunak MEGA 4.1 dengan Parameter Kimura 2, Neighbour-
Joining, dan NilaiBootstrap 1000.

Pembahasan
Hingga saat ini, target pengobatan hepatitis B

kronis adalah meminimalkan viral /oad sehingga
dapat menekan progresivitas penyakit dan
serokonversi HBsAg atau terbentuknya anti-HBs.

Beberapa studi menunjukkan korelasi antara viral
load dan terjadinya hepatocellular carcinoma
(HCC) dengan viralload 2,000 hingga 200,0001U/
mL sebagai tanda awal risiko peningkatan HCC.2&
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Kadar DNA VHB dalam serum merupakan
faktor risiko independent untuk terjadinya sirosis
dan HCC pada pasien dengan hepatitis B kronis.2e
Karena itu, pemeriksaan viralload merupakan hal
penting karena dapat menjadi faktor prediksi untuk
mengetahui risiko pasien terhadap terjadinya
progresivitas penyakit. Sebaliknya, kadar DNA VHB
yang rendah alau undetectable dengan pemberian
NUCs berkorelasi dengan penurunan mortalitas
dan/atau HCC.31-33 Mutasi pada domain reyerse
tran scriptase gen polimerase dapat mengakibatkan
resistensi obat NUCs. Kasus mutasi pada domain
ini sebagian besar dilaporkan dari pasien yang
telah mendapat pengobatan jangka panjang
dengan NUCs yang /ess pofenf dan memiliki /ow
genetic barrier seperti LAM.31

Pada studi ini, didapat 10,8% sampel dengan
mutasi rtA194T yang berkorelasi dengan resistensi
NUCs walaupun subjek penelitian ini belum
pernah mendapat terapi antiviral sebelumnya.
Mutasi rtA194T yang ditemukan pada studi ini
pernah dilaporkan berkaitan dengan resistensi
LAM dan TDF pada pasien dengan koinfeksi
HBV/HlV dan tanpa koinfeksi.23,s Pada penelitian
in-vitro ternyata mutasi rtA194T mengakibatkan
kegagalan kemampuan replikasi virus sehingga
diprediksi bahwa mutasi tersebut jarang ditemukan
pada kasus klinis karena tidak mampu bertahan3s
walaupun mutasi tersebut pada penelitian ini
ditemukan sebesar 10,8o/o. Persentase mutasi
yang berkaitan dengan NUCs pada penderita yang
belum mendapat pengobatan yang didapat pada
penelitian ini lebih tinggidari penelitian sebelumnya
yang mendapat hasil hanya 1,2% dengan jumlah
sampel yang besar.36 Untuk mendapatkan data
yang lebih baik maka diperlukan studi lanjutan
dengan jumlah sampel yang lebih besar.

V1/blaupun mutasi pada domain reverse
transciptase banyak dilaporkan akibat pemberian
NUCs jangka panjang, kemungkinan mutasi tersebut
pada penderita yang belum mendapat terapi dapat
terjadi. Hal tersebut disebabkan effor prone selama
replikasi sering kali terladi dan variasi dinamika
viral load dapat mengakibatkan akumulasi mutasi

karena tekanan sistem imun pejamu yang sekaligus
mengakibatkan polimorfisme genetik VHB.3637

lnteraksiantara sistem imun pejamu, VHB, dan obaU
NUCs dapat mengakibatkan perubahan genetiU
genetic diveryence VHB sebagai mekanisme
bertahan terhadap sistem imun pejamu sehingga
mengakibatkan resistensi NUCs. Akumulasi
kompleks antara interaksi VHB-sistem imun pejamu,

faktor pejamu, faktor VHB, dan intervensi obat atau

eJKl

tindakan tentu menentukan perjalanan penyakit
hepatitis B kronis. Ditemukannya hampir 90Yo
sampel tanpa mutasi yang berkaitan dengan reistensi
NUCs memberikan informasi penting bahwa pasien
dalam penelitian ini masih cukup sensitif terhadap
pengobatan NUCs. Berdasarkan studi ini, terapi
dengan NUCs masih sangat prospektif untuk diberikan
di lndonesia bagi pasien yang belum mendapat
pengobatan dengan catatan diterapkannya algoritme
konsensus penggunaan NUCs yang disepakati.2,38

Penelitian ini didominasi oleh sampel VHB
dengan genotipe B dimana sebagian besar sampel
(73,7o/,) berasal dari sekitar garis Wallacea sehingga
studi ini sejalan dengan laporan sebelumnya bahwa
daerah \Ahllacea didominasi oleh genotipe B dan
subtipe ayw.3e lnformasi mengenai genotipe memiliki
arti prognosis karena berkaitan dengan respons
terhadap pengobatan selain berkaitan dengan
luaran klinis hepatitis B kronis. Dibandingkan dengan
genotipe B, genotipe C banyak dikaitkan dengan
sulitnya terjadi serokonversi HBeAg, perjalanan
penyakit yang lebih buruk, tingginya viral load, dan
tingginya prevalensi HCC.40,41 Demikian pula pada
kasus kohort yang dilaporkan bahwa pasien dengan
genotipe C perjalanan penyakitnya lebih progresif
dibandingkan pasien dengan genotipe B a2 namun,
pada studi retrospektif genotipe B memiliki asosiasi
terjadinya resistensi yang lebih awal dibandingkan
genotipe C.a3 Sebanyak 37 (97,4o/o) sampel VHB
menunjukkan mutasi pada posisi rtQ238H/N
(rtQ238H sebanyak 73o/o dan rtQ238N sebanyak
27%) yang belum pernah dilaporkan. Bila dilihat lebih

lanjut, ternyata mutasi (Q238H berkorelasi dengan
genotipe B (p<0,001)dan mutasi rtQ238N berkorelasi

dengan genotipe C (p<0,001) sehingga dikatakan
bahwa mutasi rtQ238H/N merupakan variasi genetiU

varian yang berkaitan dengan genotipe.

Kesimpulan
Disimpulkan bahwa sebagian besar sampel

masih sensitif terhadap NUCs walaupun ditemukan
pula sarnpel dengan mutasi yang berkaitan dengan
resistensi tenofovir. Mutasi rtQ238H/N yang

ditemukan pada studi ini tidak berkaitan dengan
resistensi NUCs tetapi merupakan varian yang

berkaitan dengan genotipe VHB, dimana rtQ238H
berkaitan dengan genotipe B dan rtQ238N
berkaitan dengan genotipe C.
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