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ABSTRAK 

 

Nama : Erick Sidarta 

NPM : 1206178584 

Program Studi : Magister Biomedik 

Kekhususan : Imunologi 

Judul Tesis : Produksi in vitro sitokin IL-10, IFN-gamma, IL-2 serta 

anti-HBs pada pasien hepatitis B kronis dan resolusi 

infeksi 

 

Infeksi oleh virus hepatitis B (VHB) dapat menjadi infeksi akut yang berakhir 

dengan resolusi infeksi ataupun berlanjut menjadi infeksi kronis. Resolusi infeksi 

dalam infeksi VHB ditandai dengan hilangnya hepatitis B surface antigen 

(HBsAg) dan keberadaan antibodi terhadap HBsAg (anti-HBs). Kemampuan sel B 

dalam mensintesis anti-HBs dipengaruhi oleh sel T helper 1 (Th1) ataupun T 

helper 2 (Th2). Sekresi sitokin yang terkoordinasi dari Th1 ataupun Th2 sangat 

dibutuhkan mengingat sitokin yang dihasilkan oleh kedua sel T helper (Th) 

tersebut memiliki peranan yang berbeda dan dapat bekerja secara antagonis. 

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui kemampuan pasien hepatitis B kronis 

dalam mensintesis anti-HBs dan membandingkan pola sintesis sitokin IL-10, IFN-

gamma dan IL-2 dari pasien hepatitis B kronis dengan pasien yang mengalami 

resolusi infeksi. Pada penelitian ini sel mononuklear darah tepi manusia (SMDT) 

diambil dari 10 subjek pasien hepatitis B kronis, 10 subjek pasien yang 

mengalami resolusi infeksi dari hepatitis B dan 10 subjek individu sehat yang 

berhasil divaksinasi. SMDT dikultur dengan stimulan HBsAg rekombinan 

(rHBsAg) atau fitohemaglutinin (PHA) untuk sintesis sitokin dan pokeweed 

mitogen (PWM) untuk sintesis anti-HBs secara in vitro. Hasil dari penelitian ini 

ditemukan produksi anti-HBs secara in vitro dari 70% individu sehat yang 

berhasil divaksinasi dan 40% pasien hepatitis B yang mengalami resolusi infeksi, 

sementara pada pasien hepatitis B kronis tidak ditemukan hal tersebut. Pola 

sitokin IL-10, IFN-gamma dan IL-2 antara pasien hepatitis B yang mengalami 

resolusi infeksi dan pasien hepatitis B kronis tidak memiliki perbedaan yang 

bermakna. Akan tetapi, respons IFN-gamma terhadap rHBsAg pada pasien 

hepatitis B yang mengalami resolusi infeksi cenderung lebih kuat. Korelasi antara 

sitokin IL-10, IFN-gamma dan IL-2 dengan produksi anti-HBs secara in vitro 

tidak ditemukan pada kedua kelompok tersebut, sementara korelasi IL-2 dengan 

sintesis anti-HBs in vitro ditemukan pada individu yang divaksinasi. Penelitian ini 

menunjukkan SMDT dari pasien hepatitis B kronis tidak dapat mensintesis anti-

HBs secara in vitro dan pada pasien tersebut tidak memiliki perbedaan pola 

sintesis sitokin IL-10, IFN-gamma dan IL-2 jika dibandingkan dengan pasien 

hepatitis B yang mengalami resolusi infeksi. 

Kata kunci: hepatitis B, kronis, resolusi infeksi, anti-HBs, IL-10, IFN-gamma, IL-
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ABSTRACT 

 

Name : Erick Sidarta 

Study Programme : Biomedical Science 

Judul Tesis : In vitro production of IL-10, IFN-gamma, IL-2 cytokines, 

and anti-HBs on patients with chronic and resolved 

hepatitis B infection  

 

Hepatitis B virus (HBV) infection can lead to acute self-limited infection or lead 

to chronic hepatitis B infection. Resolution of infection is marked by 

seroconversion of hepatitis B surface antigen (HBsAg) to antibody to HBsAg 

(anti-HBs) which also give protection to HBV reinfection. Anti-HBs is produced 

by B cells as response to HBsAg. B cells response to HBsAg is affected by 

cytokines from T helper 1 (Th1) and T helper 2 (Th2) cells. Coordinated cytokines 

secreted by Th1 or Th2 cells is necessary due to the fact that they could work 

antagonistically. Th1 cytokines, such as IFN-gamma, are known to induce cellular 

immune responses, while Th2 cytokines, such as IL-4, -5 and -10, are known to 

induce humoral immune responses. This study aimed to investigate the capability 

of chronic hepatitis B patients (CHB) to synthesize anti-HBs in vitro and to 

compare IL-10, IFN-gamma and IL-2 levels between CHB patientis with resolved 

hepatitis B (RHB) patients. In this study, peripheral blood mononuclear cells 

(PBMCs) were taken from 10 CHB patients, 10 RHB patients and 10 healthy 

hepatitis B vaccinated individuals. PBMCs were cultured in presence of 

recombinant HBsAg (rHBsAg) and PHA to cytokines synthesis and pokeweed 

mitogen (PWM) to anti-HBs synthesis in vitro. As results, synthesis of anti-HBs 

in vitro were found in PBMCs from 70% of healthy hepatitis B vaccinated 

individuals and 40% of RHB patients, while PBMCs from CHB patients could 

not. No significant differences were found in IL-10, IFN-gamma and IL-2 

cytokine levels between CHB patients and RHB patients, although IFN-gamma 

responses to rHBsAg had a tendency to be stronger in RHB patients. Correlation 

between IL-10, IFN-gamma and IL-2 cytokine levels and anti-HBs synthesis in 

vitro was not found in CHB patients and RHB patients. Meanwhile, IL-2 and anti-

HBs synthesis in vitro were correlated in healthy hepatitis B vaccinated 

individuals. In conclusion, this study showed that PBMCs from CHB patients 

were not capable in synthesizing anti-HBs in vitro and had no differences in IL-

10, IFN-gamma and IL-2 cytokine levels with RHB patients. 

Keywords: hepatitis B virus, chronic, resolved infection, anti-HBs, IL-10, IFN-

gamma, IL-2 
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BAB 1 

PENDAHULUAN 

 

1.1. Latar Belakang 

Infeksi virus hepatitis B (VHB) merupakan salah satu masalah besar bagi 

dunia kesehatan. Di seluruh dunia diperkirakan sekitar 2 milyar penduduknya 

telah terinfeksi oleh VHB meskipun vaksin terhadap VHB yang bermanfaat untuk 

memberikan perlindungan terhadap infeksi hepatitis B telah tersedia. Lebih dari 

240 juta mengidap penyakit infeksi hati kronis dan dari semua itu sekitar 780.000 

penderitanya meninggal setiap tahun akibat konsekuensi dari penyakit tersebut.1,2 

Infeksi oleh VHB dapat menjadi infeksi akut ataupun kronis. Infeksi VHB 

akut ditandai secara klinis dengan radang hati akut yang disertai dengan kenaikan 

enzim hati yang ditemukan pada darah penderita. Secara serologi pada infeksi 

VHB akut dapat ditemukan keberadaan hepatitis B surface antigen (HBsAg) 

disertai keberadaan imunoglobulin M yang mengenali keberadaan hepatitis B core 

antigen (HBcAg) yang disebut sebagai IgM anti-HBc.1 Namun pada sebagaian 

kasus infeksi VHB tidak didapatkan gejala klinis sehingga saat terjadi infeksi akut 

tersebut tidak diketahui. Apabila penanda HBsAg tersebut menetap dalam waktu 

lebih dari 6 bulan maka penderita tersebut dikatakan berlanjut menjadi infeksi 

kronis.1,3  

Umumnya infeksi yang terjadi pada orang dewasa memiliki kemungkinan 

yang rendah untuk menjadi kronis (± 5%), sementara infeksi yang terjadi pada 

balita memiliki tingkat persistensi virus yang tinggi.4,5 Infeksi VHB kronis 

umumnya bersifat asimptomatik, akan tetapi penderitanya memiliki risiko yang 

tinggi untuk mengidap sirosis hati dan kanker hati. Selain hal tersebut, 

penderitanya juga berpotensi untuk menularkan VHB ke individu lain.5  

Manifestasi dari infeksi hepatitis B ditentukan oleh respons imun inang 

dalam mengendalikan infeksi VHB. Mekanisme pembersihan VHB dari dalam 

tubuh penderita dan patogenesis dari infeksi VHB merupakan hasil dari respons
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imunologis yang sama.6 Infeksi VHB bersifat non-sitopatik sehingga respons 

imun inang merupakan faktor yang berperan dalam kerusakan hati. Patogenesis 

dari penyakit ini disebabkan oleh usaha respons imun dalam mengeliminasi VHB 

di dalam sel hepatosit yang terinfeksi. Pada individu yang mengalami persistensi 

VHB, respons imun terhadap VHB kurang kuat, akibatnya eliminasi VHB tidak 

berhasil dengan sempurna. Hal tersebut mengakibatkan penghancuran dan induksi 

inflamasi secara terus menerus pada sel hati penderita.7       

Individu yang terinfeksi VHB dinyatakan terjadi resolusi infeksi apabila 

terjadi eliminasi HBsAg dan terdeteksi anti-HBs pada darahnya.3 Anti-HBs adalah 

antibodi yang akan mengenali protein permukaan virus (HBsAg) dan terbentuk 

sebagai salah satu mekanisme perlawanan inang terhadap VHB. Antibodi tersebut 

berperan dalam netralisasi virus dan perlindungan dari infeksi VHB dengan cara 

membentuk kompleks dengan partikel virus yang bersikulasi di dalam darah dan 

mencegah infeksi VHB ke sel hepatosit yang belum terinfeksi.8 Anti-HBs hanya 

dapat terdeteksi setelah HBsAg hilang dari dalam serum sehingga antibodi ini 

umumnya tidak dapat terdeteksi pada fase kronis.6,9 Hal ini menunjukkan 

pentingnya peranan sel B spesifik penghasil anti-HBs dalam resolusi infeksi.  

Anti-HBs tidak terlibat langsung dalam eliminasi infeksi VHB seperti yang 

dilakukan oleh sel T sitotoksik dalam mengeliminasi hepatosit yang terinfeksi, 

akan tetapi antibodi tersebut memiliki peran yang penting bagi individu yang 

mengalami resolusi infeksi dari VHB.10 Hal ini dikarenakan pada individu yang 

mengalami resolusi infeksi masih terdapat covalently closed circular DNA 

(cccDNA) VHB pada hepatositnya.10,11 Pada kondisi tersebut kemampuan 

replikasi VHB dikendalikan oleh sel T sitotoksik sementara penyebarannya 

dibatasi oleh anti-HBs.10 Fungsi dari anti-HBs ini juga didukung oleh suatu 

percobaan yang melaporkan terjadinya reaktivasi VHB setelah dilakukan 

eliminasi sel B spesifik HBsAg dengan pemberian anti-CD20.12 

Aktivasi sel B dalam memproduksi antibodi tertentu dipengaruhi oleh 

keberadaan subset sel B yang mempunyai reseptor terhadap antigen tersebut, 

kemampuan sel B tersebut untuk memproduksi antibodi, dan keberadaan sel T 

helper (Th) yang membantu respons sel B tersebut.13 HBsAg, protein permukaan 

VHB yang akan dikenali oleh anti-HBs, merupakan antigen glikoprotein sehingga 
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aktivasi sel B dalam memproduksi anti-HBs akan dipengaruhi oleh aktivitas sel T 

(T-cell dependent).14 

Keberadaan subset sel B spesifik pada pasien hepatitis B kronis telah 

dilaporkan oleh Bocher et al. yang menunjukkan keberadaan sel B spesifik yang 

memproduksi anti-HBs pada pasien hepatitis B kronis dengan menggunakan 

metode Enzyme Linked Immunospot (ELISPOT).15 Pada beberapa kasus infeksi 

hepatitis B kronis juga dapat ditemukan pasien yang memiliki keberadaan ko-

eksistensi HBsAg dan anti-HBs. Hal tersebut menunjukkan kemampuan pasien 

hepatitis B kronis dalam memproduksi anti-HBs.16,17 Selain itu, kemampuan 

pasien hepatitis B kronis dalam memproduksi imunoglobulin total juga telah 

dilaporkan oleh Barnaba et al. dan Dusheiko et al. yang menunjukkan bahwa 

pasien hepatitis B kronis tidak memiliki masalah disfungsi sel B secara umum.18,19 

Hal ini menunjukkan bahwa tidak terbentuknya anti-HBs pada pasien hepatitis B 

kronis lebih diakibatkan oleh kemampuan sel B tersebut dalam merespons 

HBsAg.  

Kemampuan sel B dalam merespons HBsAg dipengaruhi oleh sel T helper 1 

(Th1) ataupun T helper 2 (Th2) yang merupakan diferensiasi dari sel Th naif. Th1 

dan Th2 memiliki fungsi dan menghasilkan sitokin yang berbeda. Sitokin yang 

dihasilkan oleh Th1 seperti IFN-gamma akan menginduksi respons imun seluler 

sementara Th2 menghasilkan IL-4, -5, dan -10 yang akan menginduksi respons 

imun humoral.13 Sitokin yang dihasilkan oleh kedua Th tersebut juga dapat 

bekerja secara antagonis, seperti interleukin 10  (IL-10) yang dapat menghambat 

aktivitas Th1, dan IFN-gamma yang dapat menghambat aktivitas Th2. IL-2 selain 

berfungsi untuk menjaga kelangsungan hidup dan proliferasi sel T juga berperan 

dalam proliferasi sel B.13 Sitokin yang dihasilkan oleh makrofag seperti IL-12 

juga berperan dalam polarisasi sel Th menjadi Th1 dan transforming growth 

factor beta (TGF-beta) yang dihasilkan oleh sel T regulator (Treg) dapat menekan 

aktivitas kedua subset sel Th.20  Hal ini menunjukkan bahwa produksi anti-HBs 

oleh sel B membutuhkan sekresi sitokin yang terkoordinasi. 

Sitokin juga telah dilaporkan memiliki pengaruh terhadap infeksi VHB. 

Produksi sitokin dari Th1, terutama IFN-gamma, umumnya dapat ditemukan di 

dalam darah dari individu yang mengalami resolusi infeksi.21 IFN-gamma telah 



4 

 

    Universitas Indonesia 

 

dilaporkan memiliki fungsi sebagai antiviral dan dapat menjadi mediator untuk 

pemanggilan sel-sel yang berperan dalam inflamasi pada hepatosit.22 IL-2 juga 

telah dilaporkan berperan dalam pengendalian VHB bagi individu mengalami 

resolusi infeksi.23 Sementara itu, pada pasien hepatitis B kronis dapat ditemukan 

kadar IL-10 yang tinggi.24,25 Sitokin ini lebih berperan dalam membatasi efek dari 

penyakit autoimun dan sering diasosiasikan dengan persistensi infeksi virus.26       

Dalam mempelajari respons imun pada hepatitis B, Loggi et al. dan Gerlich 

menekankan perlunya penelitian mengenai sel B pada individu yang terinfeksi 

VHB dalam menentukan jumlah anti-HBs yang sebenarnya. Hal ini dikarenakan 

pada penderita VHB kronis terdapat jumlah HBsAg sangat tinggi pada darah 

individu tersebut. Pada kondisi seperti ini kemungkinan terdapat produksi anti-

HBs dalam jumlah kecil pada individu tersebut tidak dapat diabaikan sekalipun 

keberadaannya terhalangi oleh HBsAg.6,10 Keberadaan HBsAg dan bahkan 

antigen lain pada pasien hepatitis B kronis tersebut menjadi kendala dalam 

mempelajari respons imun terhadap VHB. Gerlich juga mengungkapkan bahwa 

pengetahuan mengenai lemahnya respons imun dalam memproduksi antibodi 

dapat menjadi landasan dalam usaha pengobatan yang memiliki konsep 

meningkatkan respons antibodi sampai ke tingkat kuratif.10  

1.2 Rumusan Masalah 

Tidak terdeteksinya anti-HBs pada pasien hepatitis B kronis dapat 

disebabkan oleh ketidakmampuan individu tersebut dalam memproduksi anti-HBs 

ataupun lemahnya kemampuan produksi anti-HBs. Anti-HBs berperan dalam 

resolusi infeksi sehingga kemampuan sebenarnya pasien hepatitis B kronis dalam 

menghasilkan anti-HBs perlu dikaji lebih lanjut. Akan tetapi, dalam mengetahui 

kemampuan pasien hepatitis B kronis dalam menghasilkan anti-HBs terdapat 

kendala yaitu kadar HBsAg yang tinggi dalam darah pasien tersebut. HBsAg 

dapat membentuk kompleks imun dengan anti-HBs sehingga keberadaan anti-HBs 

yang dihasilkan dalam jumlah yang sedikit akan tersamarkan. Metode kultur 

SMDT diharapkan dapat digunakan untuk mengatasi hal tersebut mengingat 

kultur yang digunakan bebas dari HBsAg yang berada di dalam darah. 
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Respons sel CD4, terutama dalam respons sel Th1, pada pasien hepatitis B 

kronis telah dilaporkan lebih lemah jika dibandingkan dengan pasien yang 

mengalami resolusi infeksi.27,28 Mengingat proses produksi anti-HBs bersifat T-

dependent.14 Lemahnya produksi anti-HBs dapat dipengaruhi oleh lemahnya 

respons sel T. Hal ini menunjukkan perlunya kajian lebih lanjut mengenai respons 

pola sitokin dari pasien hepatitis B kronis dan pasien hepatitis B yang mengalami 

resolusi infeksi terhadap HBsAg, dan hubungan antara anti-HBs tersebut dengan 

pola sitokin yang dihasilkan. 

1.3. Tujuan Penelitian 

1.3.1. Tujuan umum:  

Mengetahui kemampuan pasien hepatitis B kronis dalam menghasilkan anti-

HBs dan pengaruh pola sitokin IL-10, IFN-gamma dan IL-2 dalam kronisitas dan 

sintesis anti-HBs.  

1.3.2. Tujuan khusus: 

1. Mengetahui kemampuan sel mononuklear darah tepi manusia (SMDT) dari 

pasien hepatitis B kronis dalam menghasilkan anti-HBs secara in vitro. 

2. Mengetahui kemampuan SMDT dari pasien hepaitis B kronis dalam 

mensintesis sitokin IL-10, IFN-gamma dan IL-2 secara in vitro akibat 

stimulasi dengan HBsAg rekombinan (rHBsAg). 

3. Mengetahui korelasi antara sitokin IL-10, IFN-gamma dan IL-2 dengan 

produksi anti-HBs secara in vitro. 

1.4. Manfaat Penelitian 

1. Hasil dari penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi terhadap 

pola sitokin IL-10, IFN-gamma dan IL-2 yang berperan dalam produksi anti-

HBs. Informasi tersebut diharapkan akan berguna dalam mengembangkan 

suatu terapi untuk meningkatkan atau memicu produksi anti-HBs pada 

pasien hepatitis B kronis ke tahap kuratif.  
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2. Informasi tersebut juga dapat digunakan dalam pemberian suplemen ataupun 

adjuvan tertentu pada vaksinasi dalam merangsang pola sitokin yang terbaik 

untuk mendapatkan kadar antibodi tertinggi.  
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1.5. Kerangka Teori 
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1.6. Kerangka Konsep 
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BAB 2 

TINJAUAN PUSTAKA 

 

 

2.1. Epidemiologi 

Hepatitis B adalah penyakit infeksi yang disebabkan oleh virus hepatitis B 

(VHB) yang menyerang hati dan dapat mengakibatkan penyakit hati akut atau 

kronis. Penyakit ini merupakan salah satu masalah besar bagi dunia kesehatan 

karena penderitanya memiliki risiko kematian yang tinggi akibat sirosis hati dan 

kanker hati. Di seluruh dunia diperkirakan sekitar 2 milyar penduduknya telah 

terinfeksi oleh VHB dan lebih dari 240 juta mengidap penyakit infeksi hati kronis. 

Sekitar 780.000 penderitanya meninggal setiap tahun akibat konsekuensi dari 

penyakit tersebut.1,3 

 

Gambar 2.1. Prevalensi infeksi hepatitis B diseluruh dunia.3 

Dalam pengukuran prevalensi infeksi VHB di seluruh dunia digunakan 

HBsAg sebagai penanda. Berdasarkan tingkat prevalensi HBsAg suatu wilayah 

dapat dikategorikan menjadi empat golongan yaitu: prevalensi tinggi (> 8%), 

prevalensi menengah tinggi (5-7%), menengah rendah (2-4%) dan prevalensi 

rendah (< 2%). Berdasarkan WHO, Indonesia termasuk daerah dengan prevalensi 

hepatitis B sedang sampai tinggi (Gambar 2.1).3 
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2.2. Virologi Virus Hepatitis B 

Virus hepatitis B (VHB) adalah virus DNA yang bersifat hepatotropik 

dengan ukuran 42 nm yang terdiri dari selubung luar dan inti nukleokapsid. Pada 

inti nukleokapsid tersebut terdapat enzim DNA polimerase dan DNA virus untai 

ganda dengan untai positif yang tidak lengkap. Berdasarkan kriteria tersebut VHB 

merupakan bagian dari famili Hepadnaviridae. Famili Hepadnaviridae 

mempunyai 2 genus yaitu Orthohepadnavirus yang menginfeksi mamalia dan 

Avihepadnavirus yang menginfeksi unggas. VHB termasuk dalam genus 

Orthohepadnavirus bersama dengan woodchuck hepatitis virus (WHV), ground 

squirrel hepatitis virus (GSHV) dan woolly monkey hepatitis virus (WMHV).29 

Berdasarkan tingkat perbedaan genom virusnya, VHB dikelompokkan 

menjadi 10 genotipe (A-J).30–33 Beberapa genotipe dari VHB juga dapat 

dikelompokkan lebih lanjut menjadi sub-genotipe. Pengelompokan tersebut 

ditentukan berdasarkan tingkat perbedaan urutan basa nukleotida > 8% untuk 

genotipe dan 4-8% untuk sub-genotipe.29,33,34 

VHB juga dibagi menjadi empat subtipe utama (adr, adw, ayr dan ayw) 

berdasarkan variasi antigen pada protein permukaan VHB (HBsAg). Antigen pada 

HBsAg tersebut dibagi menjadi tiga daerah determinan yaitu: determinan “a” yang 

umum ditemukan pada VHB, determinan “d” atau “y” dan determinan “r” atau 

“w” yang spesifik untuk subtipe HBsAg tertentu. Penentuan subtipe dari HBsAg 

dilakukan dengan melihat variasi asam amino pada posisi 122 dan posisi 160 dari 

protein S. Asam amino lisin pada posisi 122 akan menentukan determinan “d” 

sementara asam amino arginin pada posisi yang sama akan menunjukkan 

determinan “y” dari HBsAg. Selanjutnya pada posisi 160 dari protein S, asam 

amino lisin akan menentukan determinan “w” dan keberadaan asam amino arginin 

pada posisi tersebut  menunjukkan determinan “r”.34,35 

Selain keempat subtipe tersebut, variasi pada HBsAg dari VHB diperluas 

lagi menjadi sepuluh subtipe yaitu ayw1, ayw2, ayw3, ayw4, ayr, adw2, adw3, 

adw4q-, adr dan adrq- (Tabel 2.1).36 Asam amino ke 127 akan menentukan 

variasi w1 – w4. Asam amino prolin akan menentukan w1 atau w2, asam amino 

threonin akan menentukan w3 dan asam amino leusin akan menentukan w4. 

Keberadaan dari w1 juga ditentukan oleh keberadaan arginine pada posisi 122, 
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fenilalanin pada posisi 134 dan/atau alanin pada posisi 159. Determinan lain yang 

dinamakan “q” diekspresikan oleh hampir semua varian VHB terkecuali varian 

yang mengekspresikan adw4 dan beberapa varian yang mengkodekan adr.34  

Tabel 2.1. Penentuan subtipe VHB berdasarkan posisi asam amino pada determinan 

HBsAg.36 

Posisi Asam Amino pada HBsAg Prediksi 

subtipe 

HBsAg 122 127 134 159 160 177 178 

Lisin Prolin Fenilalanin Alanin Lisin Valin Prolin adw2 

Lisin Threonin Fenilalanin Alanin Lisin Valin Prolin adw3 

Lisin Leusin Fenilalanin Glisin Lisin Valin Glutamin adw4q- 

Lisin Prolin Fenilalanin Alanin Arginin Valin Prolin adr 

Lisin Prolin Fenilalanin Valin Arginin Alanin Prolin adrq- 

Arginin Prolin Fenilalanin Alanin Lisin Valin Prolin ayw1 

Arginin Prolin Tirosin Glisin Lisin Valin Prolin ayw2 

Arginin Prolin Fenilalanin Glisin Lisin Valin Prolin ayw3 

Arginin Leusin/Isoleusin Fenilalanin Glisin Lisin Valin Prolin ayw4 

Arginin Prolin Fenilalanin Alanin Arginin Valin Prolin ayr 

 

2.3. Genom Virus Hepatitis B 

Genom VHB terdiri dari DNA untai ganda berbentuk sirkuler dengan 

panjang kira-kira 3200 pasang basa nukleotida dimana kedua untai DNA tersebut 

memiliki panjang untai yang tidak sama (partially double stranded DNA). Untai 

DNA dari genom VHB yang lebih panjang dan terletak pada bagian luar tersebut 

disebut sebagai untai DNA negatif, sementara untai DNA yang lebih pendek dan 

terletak pada bagian dalam disebut untai DNA positif. Bentuk sirkuler DNA 

dipertahankan dengan adanya ikatan non-kovalen antara pasangan basa dari untai 
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negatif dan untai positif.  Pada ujung 5’ dari untai negatif genom VHB terdapat 

DNA polymerase yang terikat secara kovalen pada bagian amino terminal dan 

juga terdapat residu 19 basa nukleotida RNA yang berperan sebagai penutup (cap) 

untai RNA pregenomic VHB dan primer untuk sintesis DNA untai positif VHB 

(Gambar 2.2).37 

 

Gambar 2.2. Organisasi genom VHB.37 

Genom VHB terorganisasi menjadi empat open reading  frame (ORF) yang 

tumpang tindih. Keempat ORF tersebut adalah S (Surface), C (Core), P 

(Polymerase) dan X. Seluruh bagian dari ORF S merupakan bagian dari ORF P, 

sementara hanya sebagian dari ORF C dan ORF X adalah bagian dari ORF P. 

Dalam satu ORF dapat dihasilkan beberapa protein yang berbeda. Protein-protein 

tersebut memiliki jumlah asam amino yang berbeda dengan bagian karboksi 

terminal (C-terminal) yang sama sehingga keempat ORF tersebut dapat 

mengkodekan tujuh protein yang berbeda. Tujuh protein tersebut adalah LHBs 

(large hepatitis B surface protein), MHBs (middle hepatitis B surface protein), 

SHBs (small hepatitis B surface protein), HBeAg (hepatitis B e antigen), HBcAg 

(hepatitis B core antigen), polymerase, dan hepatitis B X protein (HBx).38  

ORF P yang merupakan ORF terpanjang dari genom VHB, mengkode enzim 

polimerase dari virus yang merupakan gabungan dari tiga subdomain katalitik 
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yang berbeda, yaitu subdomain protein terminal, subdomain transkripsi balik yang 

juga mempunyai aktivitas DNA polymerase, dan subdomain ribonuclease H 

(RNase H). ORF S mengkode tiga macam protein permukaan yang memiliki 

ujung karboksi terminal yang sama dengan panjang yang berbeda-beda yaitu 

LHBs, MHBs dan SHBs. ORF C  mengkode protein inti yang merupakan protein 

struktural beserta protein non struktural yang disebut sebagai HBeAg, yang 

merupakan variasi splicing dari ORF tersebut. ORF X mengkode HBx yang telah 

dilaporkan dapat berinteraksi dengan berbagai protein selular dari sel inang dan 

memiliki peran dalam karsinogenesis.37   

Pada genom VHB terdapat empat promoter yang berfungsi sebagai elemen 

pengatur transkripsi. Berdasarkan ekspresi gen yang dikendalikan oleh promoter 

tersebut, promoter tersebut dinamakan promoter preC/C, pre-S1, preS2/S dan X. 

Promoter tersebut akan menginisiasi trankripsi messenger ribonucleic acid 

(mRNA) dengan panjang yang berbeda-beda, yaitu 3,5- , 2,4- , 2,1- dan 0,9-kb. 

Semua hasil transkripsi mRNA dari virus tersebut akan memiliki poliadenosin dan 

struktur penutup pada ujung 5’. Selain keempat promoter tersebut, pada genom 

VHB dapat ditemukan elemen pengatur lainnya yaitu enhancers, glukocorticoid 

responsive element (GRE) serta negative regulatory element (NRE) dan elemen 

CCAT yang dapat meningkatkan ataupun menurunkan transkripsi RNA VHB. 

Enhancers dapat menaikkan transkripsi dari semua promoter VHB, GRE 

berfungsi sebagai sinyal untuk memperkuat aktivitas dari enhancers sehingga 

dapat meningkatkan transkripsi RNA virus, sementara NRE menekan transkripsi 

mRNA HBcAg ataupun HBeAg dan elemen CCAT menekan transkripsi mRNA 

preS1.39    

2.4. Siklus Hidup VHB 

VHB bersifat hepatotropik sehingga dalam siklus hidupnya virus tersebut 

akan menginfeksi sel hati. Virus tersebut akan membentuk ikatan antara preS1 

dari VHB dengan sodium-dependent taurocholic cotransporting polypeptide 

(NTCP) yang merupakan molekul yang berada pada permukaan sel hepatosit dan 

mengakibatkan masuknya virus ke dalam sitoplasma sel hati.40 Pada sitoplasma 

terjadi pelepasan nukleokapsid virus yang di dalamnya terdapat genom virus 
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dalam bentuk relaxed circular. Selanjutnya genom virus tersebut ditransfer ke 

dalam nukleoplasma di mana pada tempat tersebut DNA VHB akan dibentuk 

menjadi covalently closed circular DNA (cccDNA) oleh sel inang. cccDNA inilah 

yang akan menghasilkan 4 RNA dengan panjang yang berbeda-beda yaitu: 3,5- , 

2,4- , 2,1- , dan 0,7-kb (Gambar 2.3).  

 

Gambar 2.3. Siklus hidup hepatitis B.42 

 

RNA yang dihasilkan akan ditranslasi untuk membentuk protein-protein 

virus yaitu: Hepatitis B core antigen (HBcAg) yang akan menjadi inti 

nukleokapsid, hepatitis B e antigen (HBeAg) dan protein polimerase dari 3,5-kb 

RNA; protein selubung yang disebut juga dengan HBsAg dari 2,4- dan 2,1-kb 

RNA; dan hepatitis B X protein (HBx) dari 0,7-kb RNA. Selain berfungsi sebagai 

mRNA untuk translasi protein nukelokapsid dan polimerase, RNA pregenomik 

dengan panjang 3,5-kb juga berfungsi sebagai cetakan RNA yang akan di 

transkripsi balik menjadi genom virus dengan bantuan enzim polimerase virus. 

Genom virus tersebut akan dibungkus oleh nukleokapid dan protein permukaan 

virus untuk menjadi virion VHB baru, sebelum akhirnya dikeluarkan dari sel hati 
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yang terinfeksi bersama dengan protein-protein virus seperti HBsAg dan 

HBeAg.37,41–43  

2.5. Protein – Protein Virus Hepatitis B 

Protein virus diproduksi di dalam sel hati dalam jumlah yang banyak untuk 

keperluan membuat virus-virus baru. Selain digunakan untuk membuat virus baru, 

beberapa protein virus tersebut juga disekresikan keluar dari sel hati. Protein-

protein yang dibentuk oleh VHB dapat dibagi menjadi dua kelompok yaitu protein 

struktural dan protein non-struktural. Protein non-struktural meliputi hepatitis B e 

antigen (HBeAg), dan hepatitis B x antigen (HBxAg). Protein struktural meliputi 

hepatitis B surface antigen (HBsAg), hepatitis B core antigen (HBcAg) dan 

polimerase.39 Selama proses infeksi VHB, tubuh juga membuat antibodi (anti-

HBs, anti-HBe, anti-HBc) terhadap beberapa protein tersebut yang dapat dideteksi 

keberadaannya di dalam darah penderita.1 HBsAg akan dibahas lebih lanjut pada 

tesis ini mengingat protein ini akan menginduksi terbentuknya anti-HBs yang 

merupakan satu-satunya antibodi yang memiliki peranan dalam mencegah infeksi 

VHB.   

2.6. Protein Hepatitis B Surface Antigen (HBsAg)  

Berdasarkan hal yang sudah dikemukakan sebelumnya, anti-HBs memiliki 

peranan yang penting sebagai penanda resolusi infeksi dari individu yang 

terinfeksi karena anti-HBs mampu menetralisasi dan memberikan perlindungan 

dengan mengikat partikel virus dan mencegah reinfeksi ke sel hati.6,8 Proses 

pembentukan anti-HBs tersebut terjadi akibat adanya induksi sistem imun inang 

oleh HBsAg. Selubung terluar VHB merupakan protein permukaan yang 

terbentuk oleh tiga macam glikoprotein. Ketiga bentuk protein permukaan VHB 

(LHBs, MHBs dan SHBs) dikode oleh satu ORF yang di dalamnya memiliki tiga 

kodon “start” untuk inisiasi translasi yang berbeda. Ketiga protein tersebut 

memiliki asam amino dengan panjang yang berbeda tetapi memiliki ujung 

karboksil yang sama. Ketiga protein tersebut, dengan panjang asam amino secara 

berurutan yaitu 398/400, 281, dan 226 asam amino, akan digunakan untuk 

membentuk selubung permukaan dari virion VHB dan juga digunakan untuk 
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membentuk partikel subviral dengan bentuk sferis ataupun filamen yang akan 

dikeluarkan oleh sel hati yang terinfeksi selama siklus hidup VHB (Gambar 2.4). 

Partikel subviral yang dibentuk oleh ketiga protein permukaan VHB tersebut akan 

memiliki ukuran yang berbeda-beda, umumnya pada bentuk sferis akan memiliki 

diameter 20-22 nm, sedangkan bentuk filamen memiliki panjang yang bervariasi 

dengan lebar mencapai 20 nm.41  

 

 
Gambar 2.4. Model virion VHB (a) dan partikel subviral dari VHB (b).37 

 

 

Gambar 2.5. Hasil transkripsi dan translasi dari gen S.44 
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Translasi untuk ketiga protein permukaan tersebut berasal dari ORF yang 

sama yang akan menghasilkan dua mRNA yang memiliki panjang berbeda. 

mRNA yang memiliki panjang 2,4-kb akan ditranslasikan menjadi LHBs, 

sementara translasi dari mRNA yang memiliki panjang 2,1-kb akan membentuk 

MHBs dan SHBs (Gambar 2.5). Transkripsi kedua mRNA tersebut diatur oleh 

promoter yang berbeda dengan karakter yang khas. Promoter pre-S1 untuk mRNA 

yang mentranslasikan LHBs memiliki situs pengikatan untuk faktor transkripsi 

yang spesifik hati (seperti HNF1)45 dan memiliki aktivitas yang relatif lebih lemah 

dibandingkan dengan promoter pre-S2/S. Selain itu, promoter pre-S2 juga bersifat 

tidak spesifik sehingga dapat berfungsi pada sel lain selain sel hati.46  Hal ini 

dapat menjelaskan mengapa pada partikel virus yang berukuran 22-nm komposisi 

LHBs hanya sekitar 2%. LHBs beserta MHBs memiliki proporsi yang lebih 

banyak sebagai komponen virion dan partikel subviral yang berbentuk filamen, 

akan tetapi kedua protein tersebut hanya mewakili sekitar 20% dari total protein 

permukaan virus sementara sisanya didominasi oleh SHBs.47 

SHBs dibagi menjadi tiga bagian (Gambar 2.6): daerah N-terminal (asam 

amino 1–99), major hydrophilic region [MHR] (asam amino 100–169) dan C-

terminal (asam amino 170–226). Daerah determinan “a”, yang berada pada posisi 

asam amino 124–147, merupakan daerah yang  memiliki lima asam amino sistein 

yang dihubungkan dengan jembatan disulfida, yaitu: asam amino sistein posisi 

121–124, 124–137, dan 139–147, yang berfungsi menjaga stabilitas dan struktur 

SHBs. Daerah tersebut memiliki peran penting dalam menentukan imunogenisitas 

dan struktur dari protein SHBs (Gambar 2.7).  

 

 

Gambar 2.6. Skema protein SHBs dari VHB. 17 



18 

 

                                                                                         Universitas Indonesia 

 

 

Gambar 2.7. Struktur dan konformasi determinan “a” SHBs.17 

Anti-HBs yang terbentuk setelah infeksi VHB ataupun vaksinasi terdiri dari 

antibodi yang mengenali bagian MHR dari protein HBsAg dan terutama pada 

daerah epitop dari determinan “a”.48 S ekarang ini telah diketahui bahwa pada 

determinan “a” terdapat dua loop yang terbentuk dari ikatan disulfida pada residu 

asam amino pada posisi 124 dengan 137 dan pada posisi 139 dengan 147 (Gambar 

2.7).17,48 

2.7. Respons Imun Terhadap VHB. 

Respons imun terhadap VHB selain berperan dalam pembersihan virus pada 

infeksi akut juga berperan dalam imunopatogenesis infeksi VHB. Pada individu 

yang terinfeksi, pembersihan dari VHB diikuti dengan respons imun yang hebat 

yang diasosiasikan dengan inflamasi akut. Respons imun yang terjadi dalam 

pembersihan VHB merupakan reaksi yang kompleks antara sistem imun bawaan 

dan sistem imun adaptif (Gambar 2.8). Sel imun bawaan seperti sel dendritik 

berfungsi dalam proses pengenalan awal dari antigen VHB dan berfungsi untuk 

mengarahkan respons dari sel T spesifik VHB yang merupakan sel imun adaptif 

dan merupakan sel imun efektor utama dalam  melawan infeksi VHB. Major 

histocompatibility complex (MHC) kelas II, sel T helper (CD4+) akan membantu 

sel B dalam memproduksi antibodi yang berperan dalam menangkap dan 

mengeliminasi antigen ataupun virion VHB yang bersirkulasi dalam darah. MHC 

kelas I dan sel T sitotoksik (CD8+) akan mengeliminasi sel yang terinfeksi.49–51 
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2.7.1 Respons imun bawaan 

Secara umum, respons imun bawaan berperan dalam mengendalikan infeksi 

segera setelah terjadi kontak dengan patogen untuk membatasi penyebaran infeksi 

dan menginisiasi respons imun adaptif yang efisien. Respons imun bawaan 

diaktivasi oleh patogen yang dikenali oleh pattern recognition receptors (PRRs) 

yang mengenali struktur tertentu dari patogen yang disebut pathogen associated 

molecular pattern (PAMP). PRRs yang berperan dalam infeksi virus adalah Toll-

like receptors (TLRs), RNA helixase, seperti retinoic acid inducible gene I (RIG-

I), dan double stranded RNA-dependent protein kinase (PKR).13   

 

Gambar 2.8. Respons imun adaptif terhadap infeksi VHB.49 

Fase awal dari infeksi virus umumnya ditandai oleh produksi sitokin, 

interferon tipe 1 (α/β), dan aktivasi dari sel natural killer (NK), natural killer T 

(NKT) dan Kupffer. Hepatosit yang merupakan target infeksi dari VHB akan 

mengeluarkan IFN-α dan IFN-β. IFN-α/β ini diasosiasikan dengan penurunan 

kadar virus dan aktivasi dari double stranded RNA-dependent PKR yang 

menghambat sintesis protein VHB. Selain itu, IFN-α/β memanggil dan memediasi 

aktivitas dari antigen presenting cells (APC) terutama sel Kupffer dan sel 

dendritik. APC ini akan menghasilkan interleukin-18 dan kemokin CCL3 yang 

menginduksi sel NK dan NKT 12 (Gambar 2.8). Sel NK, NKT dan Kupffer telah 
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dibuktikan memiliki peranan dalam respons pertama melawan VHB. Produksi 

IFN tipe 1 dapat dipicu secara langsung oleh replikasi virus melalui mekanisme 

sistem imun yang mengenali keberadaan RNA ataupun DNA virus. Sumber utama 

dari IFN-α/β adalah sel yang terinfeksi dan sel dendritik plasmacytoid, sementara 

IFN-γ lebih banyak diproduksi oleh sel NK dan NKT.51,52  

Pada model hewan coba, sel NKT dapat menghambat replikasi VHB secara 

langsung dengan menggunakan IFN-γ. Aktivitas NK dan NKT sangat penting 

untuk respons anti-VHB sebelum dimulainya sistem imun adaptif yang 

membutuhkan waktu, sehingga sistem imun bawaan dapat dikatakan mampu 

mengendalikan replikasi VHB pada tahap awal sebelum terjadinya kerusakan sel 

hati yang disebabkan oleh sistem imun adaptif.  Sel Kupffer selain memiliki 

peranan utama dalam memediasi sistem imun bawaan dan adaptif, juga dapat 

menghasilkan sitokin dan kemokin seperti IFN-γ, IL-12, IL-18, CXCL9, CXCL10 

yang berperan dalam memanggil dan pematangan sel T yang spesifik VHB. IL-12 

dan IL-18 telah dilaporkan dapat menekan replikasi VHB pada tikus transgenik. 52 

2.7.2. Respons imun adaptif 

Setelah respons imun bawaan yang bersifat tidak spesifik teraktivasi, 

respons imun akan dilanjutkan oleh respons imun adaptif yang bersifat spesifik. 

Respons imun adaptif ini akan mengenali protein virus dan memicu eliminasi. 

Respons imun adaptif ini dibagi menjadi 2 yaitu: respons imun humoral yang 

meliputi sel limfosit B yang akan menghasilkan antibodi dan respons imun seluler 

yang terdiri dari fagosit dan sel limfosit T. 13  

Aktivasi sel limfosit B bermula dari pengenalan antigen virus secara utuh 

oleh sel B. Pengenalan antigen itu dilakukan oleh reseptor sel B yang spesifik 

yang selanjutnya akan memicu proliferasi dan diferensiasi dari sel B tersebut. Sel 

B yang mengalami diferensiasi akan berubah menjadi sel plasma yang secara aktif 

mensekresikan antibodi. Dalam proses aktivasi sel B, tergantung dari antigen yang 

diproses, dapat dibagi menjadi dua yaitu T independent dan T dependent. Partikel 

virus yang bersikulasi dalam darah, HBsAg dan HBeAg, merupakan protein 

sehingga aktivasi sel B terhadap antigen tersebut merupakan proses T dependent. 

Dalam proses ini aktivasi sel B dipengaruhi oleh aktivitas sel T helper (CD4+). Sel 
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B selain sebagai penghasil antibodi dapat juga mempresentasikan antigen ke sel T 

helper melalui molekul MHC kelas II. Sel T helper tersebut akan teraktivasi dan 

memproduksi sitokin-sitokin yang dapat memicu pembentukan sel B memori, 

affinity maturation dan isotype switching. 13 

Respons imun seluler berawal dari pengenalan antigen yang sudah diproses 

oleh sel dan dipresentasikan dalam bentuk kompleks molekul MHC kelas I 

ataupun kelas II. Antigen yang dipresentasikan oleh molekul MHC kelas I akan 

dikenali oleh sel cytotoxic T cells (CTL). Sel T CD8+ yang telah matang adalah sel 

efektor utama yang terlibat dalam pembersihan VHB. Sel T CD8+ yang mengenali 

sel yang terinfeksi tersebut akan mengeluarkan perforin dan granzyme yang akan 

menginduksi apoptosis.13 Selain menggunakan mekanisme sitopatik, sel T CD8+ 

juga dapat menggunakan mekanisme nonsitopatik.  Mekanisme non-sitopatik ini 

diperantarai oleh sitokin seperti IFN-γ dan tumor necrosis factor alpha (TNF-α) 

yang umumnya disekresikan oleh sel T CD8.53 Kedua sitokin tersebut dilaporkan 

dapat menghambat replikasi VHB secara langsung tanpa menginduksi 

penghancuran sel hepatosit.54 

Sel T helper akan mengenali antigen yang dipresentasikan bersama MHC 

kelas II pada APC. Selanjutnya sel T helper tersebut akan berdiferensiasi menjadi 

Th1 ataupun Th2 tergantung dari pengaruh sitokin yang dihasilkan. Th1 umumnya 

berperan dalam imunitas seluler dan diferensiasinya dipengaruhi oleh sitokin IL-

12 dan IL-2. Sel Th1 berperan dalam aktivasi makrofag, sel CD8+, sel B melalui 

sekresi sitokin IFN-γ. Sementara sel Th2 berperan dalam imunitas humoral dan 

diferensiasinya dipicu oleh IL-4 dan IL-10. Sitokin efektor dari sel Th2 adalah IL-

4, IL-5, IL-9, IL-10 dan IL-13 dan sitokin tersebut mempengaruhi sel eosinofil, 

basofil, sel mast, dan sel B. IL-4 dapat menstimulasi sel B untuk memproduksi 

antibodi IgE. Sementara IFN-γ menstimulasi sel B  untuk memproduksi antibodi 

IgG.13  Sitokin yang dihasilkan oleh Th1 dan Th2 dapat saling menekan satu sama 

lain, seperti IFN-γ yang mampu menekan aktivitas sel Th2 dan IL-10 yang 

mampu menekan aktivitas sel Th1.20 Aktivasi dari sel T helper selain membentuk 

sel efektor juga dapat membentuk sel memori dan sel T regulator.13  

Aktivasi sel Th1 CD4+ yang multispesifik dan memiliki respons kuat 

umumnya ditemukan pada infeksi VHB akut yang mengalami resolusi infeksi. 
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Sementara itu pada individu yang mengalami persistensi VHB kronis dipercayai 

disebabkan oleh keberadaan cccDNA dan imunosupresi oleh VHB. Infeksi 

hepatitis B kronis umumnya diasosiasikan dengan kurangnya kemampuan sel 

dendritik untuk mengaktivasi sel T dan memproduksi sitokin, kecenderungan 

diferensiasi untuk menjadi sel Th2 daripada sel Th1, meningkatnya aktivitas sel T 

regulator (CD25+ CD4+) dalam memproduksi IL-10, kurangnya kemampuan 

proliferasi dan produksi sitokin antiviral dari sel Th1, cacat fungsi dan kurangnya 

jumlah sel CTL akibat lemahnya kemampuan sel denritik dalam 

mempresentasikan antigen dan kurangnya aktivitas Th1 dan anergi akibat ekspresi 

PD-1 yang menginduksi apoptosis pada sel CTL.52 

2.8.  Perjalanan Infeksi VHB  

Infeksi VHB dapat berlangsung akut dan diakhiri dengan resolusi infeksi. 

Pada orang-orang tertentu infeksi VHB tersebut berlanjut menjadi kronis yang 

merupakan risiko tinggi untuk terjadinya sirosis ataupun kanker hati. Perjalanan 

infeksi hepatitis B dapat ditentukan melalui keberadaan penanda serologi dari 

protein virus yang dihasilkan selama siklus hidupnya seperti HBsAg, HBeAg dan 

dengan antibodi terhadap protein tersebut anti-HBs, anti-HBe dan imunoglobulin 

G dan M terhadap HBcAg (IgM dan IgG anti-HBc) yang merupakan produk 

respons imun inang.28 

Masa inkubasi VHB dapat terjadi selama satu sampai empat bulan. Infeksi 

VHB umumnya bersifat asimptomatik, akan tetapi pada beberapa individu dapat 

muncul gejala-gejala seperti: demam, ruam pada kulit, radang sendi, mual-mual, 

penyakit kuning dan gejala-gejala lain yang tidak spesifik. Gejala yang timbul 

tersebut bervariasi dan tergantung dari faktor virus dan inangnya.55  

2.8.1. Infeksi VHB akut  

Infeksi VHB dikatakan akut apabila seseorang terinfeksi VHB yang ditandai 

dengan keberadaan HBsAg dan juga positif untuk IgM anti-HBc. Infeksi VHB 

akut dapat berlanjut menjadi infeksi VHB kronis ataupun berakhir dengan resolusi 

infeksi . Resolusi infeksi dari VHB yang disertai dengan serokonversi dari HBsAg 

menjadi anti-HBs dapat ditemukan pada 95% individu dewasa. Akan tetapi, dalam 
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jumlah yang kecil DNA VHB masih dapat ditemukan dalam serum dan sel 

mononuklear darah tepi (SMDT) dari individu yang mengalami resolusi infeksi 

dari infeksi.11 Hal ini menandakan adanya infeksi VHB terselubung dan reaktivasi 

dari VHB dapat terjadi apabila individu tersebut mendapat pengobatan 

imunosupresan.28  

Penanda serologi yang pertama kali terdeteksi pada tahap infeksi akut adalah 

HBsAg. IgM anti-HBc akan muncul 1-2 minggu setelah HBsAg muncul dan 

bertahan selama 6 bulan. Pada individu yang mengidap infeksi VHB kronis, IgM 

anti-HBc tidak akan terdeteksi sehingga IgM anti-HBc merupakan diagnosis 

utama untuk menentukan infeksi hepatitis B akut. Anti-HBc total akan bertahan 

seumur hidup dan dapat ditemukan pada penderita kronis ataupun yang telah 

mengalami resolusi infeksi. Pada orang yang mengalami resolusi infeksi dari 

VHB, HBsAg akan tereliminasi dari dalam darah, dan anti-HBs akan terbentuk 

selama pemulihan. Keberadaan anti-HBs menandakan adanya perlindungan 

terhadap VHB. Bagi orang yang pulih dari infeksi VHB hanya anti-HBc dan anti-

HBs yang akan terdeteksi.  Perjalanan serologi dan DNA VHB pada tahap ini 

dapat dilihat pada gambar 2.9.28 

 

Gambar 2.9. Perubahan penanda serologi setelah infeksi hepatitis B akut.28 

2.8.2 Infeksi VHB kronis 

Infeksi VHB kronis selain didefinisikan sebagai keberadaan HBsAg pada 

serum lebih dari 6 bulan semenjak infeksi, dapat juga didefinisikan sebagai 
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keberadaan HBsAg pada pasien yang negatif untuk tes IgM anti-HBc tetapi positif 

untuk tes IgG anti-HBc. Hal ini menunjukkan ketidakmampuan inang untuk 

melawan infeksi VHB. Pada tahap ini, umumnya tidak terdeteksi anti-HBs, dan 

HBsAg akan tetap ada untuk waktu yang lama. HBeAg, penanda untuk aktivitas 

replikasi VHB yang tinggi, akan ada selama tahap awal infeksi dan setelah 

memasuki tahap kronis akan menjadi tidak terdeteksi.28 Infeksi VHB kronis 

menunjukkan persistensi VHB dalam melawan sistem imun. 

 

Gambar 2.10. Perjalanan infeksi hepatitis B Kronis.28 

Perjalanan infeksi VHB kronis dapat dibagi menjadi empat fase yang 

meliputi; (1) fase immunotolerant = IT, pada fase ini infeksi yang terjadi tidak 

menimbulkan respons imun dari inang dan ditandai dengan kadar DNA VHB 

yang tinggi, kadar ALT normal dan HBeAg positif, (2) fase immunoclearance = 

IC, pada fase ini infeksi VHB mendapat perlawanan dari inang dan terjadi lisis sel 

hepatosit akibat respons imun inang yang ditandai dengan tingginya kadar ALT, 

(3) fase low-replicative = LR, pada fase ini terjadi penurunan kadar DNA VHB 

menjadi rendah atau bahkan tidak terdeteksi akibat eliminasi oleh sistem imun 

sehingga fase ini ditandai dengan rendahnya DNA VHB, kadar ALT yang rendah 

dan serokonversi HBeAg menjadi anti-HBe, (4) fase HBeAg negative Hepatitis B 

chronic  = ENH yang terjadi akibat adanya reaktivasi VHB mutan yang tidak 
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menghasilkan HBeAg. Fase ini ditandai dengan kadar DNA VHB yang tinggi, 

HBeAg negatif dan kadar ALT yang tinggi (Gambar 2.10).28  

2.9. Anti-HBs pada Pasien Hepatitis B Kronis 

Anti-HBs umumnya tidak terdeteksi pada pasien hepatitis B kronis. Akan 

tetapi hal tersebut tidak berarti bahwa pasien kronis tidak memproduksi anti-HBs.6 

Keberadaan anti-HBs pada pasien hepatitis B kronis dapat ditemukan pada 

individu yang terinfeksi oleh VHB yang memiliki mutasi pada daerah pengenalan 

antibodinya. Pada pasien tersebut terjadi koeksistensi anti-HBs dan HBsAg.17 

Tidak terdeteksinya anti-HBs pada pasien kronis dapat disebabkan oleh 

ketidakmampuan individu tersebut dalam memproduksi anti-HBs ataupun karena 

antibodi yang terbentuk membentuk kompleks imun dengan antigennya sehingga 

keberadaannya tersembunyikan oleh antigennya.6 Kedua hal tersebut 

menunjukkan respons imun yang tidak adekuat terhadap HBsAg. 

Respons imun yang tidak adekuat terhadap HBsAg dapat diasosiasikan 

dengan berbagai mekanisme meliputi defisiensi pembentukan sel T ataupun B 

yang spesifik terhadap HBsAg,56,57 ekspresi Human Leukocyte Antigen (HLA) 

dengan haplotipe tertentu,58 eliminasi sel B spesifik HBsAg oleh CTL (Cytotoxic 

T Cells),59 toleransi imunologis dan ketidakseimbangan pada fungsi sel T helper 

(Th).60 

Penelitian ini akan membahas mengenai kemampuan pasien hepatitis B 

kronis dalam mensintesis anti-HBs serta pola sitokin IL-10, IFN-gamma dan IL-2 

yang terbentuk akibat stimulasi oleh rHBsAg. Selain itu dalam penelitian ini juga 

akan melihat apakah ada perbedaan respons imun antara pasien hepatitis B kronis 

dengan pasien hepatitis B yang telah mengalami resolusi infeksi. Hal ini 

diharapkan dapat memberikan informasi mengenai tidak terdeteksinya anti-HBs 

pada pasien hepatitis B kronis dan apakah hal tersebut dipengaruhi oleh sitokin 

IL-10, IFN-gamma dan IL-2.  
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2.10. Aplikasi Kultur Sel Mononuklear Darah Tepi Manusia (SMDT) dalam 

Mempelajari Respons Imun Terhadap VHB. 

Dengan melihat penjelasan sebelumnya maka manifestasi infeksi VHB 

ditentukan oleh respons imun. Untuk mengetahui pola respons tersebut dapat 

dilakukan dengan mempelajari sel-sel imun yang dapat dipelajari secara in vivo 

ataupun in vitro. Kultur peripheral blood mononuclear cells (PBMCs), atau yang 

disebut juga sebagai sel mononuklear darah tepi (SMDT), yang terdiri dari sel 

limfosit dan monosit, telah banyak digunakan untuk mempelajari respons 

imunologis dari inang terhadap VHB. Model kultur ini telah banyak digunakan 

untuk mempelajari limfosit T seperti: induksi proliferasi sel T pada pasien 

hepatitis B kronis untuk terapi vaksin,61,62 asosiasi kegagalan vaksinasi dengan 

aktivasi sel T,63 pengaruh antigen HLA terhadap respons Th1 dan Th2,58 dan 

respons sitokin pada subjek yang mendapat vaksinasi.64,65 Model kultur ini juga 

dapat digunakan untuk mempelajari sel B seperti: produksi antibodi secara in 

vitro,66 dan mempelajari keberadaan sel B memori penghasil anti-HBs setelah 

vaksinasi.67   

2.10.1 Kultur SMDT untuk sintesis anti-HBs 

Kultur SMDT untuk produksi anti-HBs secara in vitro dilakukan dengan 

memberikan stimulan Pokeweed Mitogen (PWM). PWM, yang merupakan lektin 

yang dipurifikasi dari Phytolacca americana, merupakan stimulan yang umum 

digunakan untuk menstimulasi proliferasi dan sekresi imunoglobulin dari sel 

B.68,69 Mitogen tersebut juga dapat mengaktivasi sel T helper untuk memproduksi 

sitokin dan mengaktivasi sel T supressor yang menginhibisi sintesis antibodi.19,70 

PWM bekerja secara poliklonal sehingga akan menginduksi sekresi 

imunoglobulin dari setiap sel B yang terdapat pada kultur SMDT tersebut. Model 

kultur ini diperkenalkan oleh Volkman pada tahun 1981 sebagai model untuk 

aktivasi dan imunoregulasi pada sel B. Dalam perkembangannya, selain 

menggunakan PWM, untuk induksi terhadap sel limfosit B tersebut juga dapat 

digunakan antigen spesifik66,67,69,71,72 dan virus Epstein-Barr.57 Antibodi yang 

disekresikan di dalam media kultur tersebut dapat diukur dengan berbagai metode 
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seperti radioimmunoassay,73 dan enzyme linked imunoassay (ELISA)66,67,71 Sel 

penghasil antibodi juga dapat diukur dengan menggunakan metode enzyme linked 

imunospot (ELISPOT).15,71 

Produksi antibodi secara in vitro merupakan alat yang efektif dalam 

mengeksplorasi respons imun humoral. Metode ini telah digunakan pada beberapa 

penyakit infeksi seperti bruselosis, AIDS, infeksi cytomegalovirus dan hepatitis C. 

Pada penyakit tersebut produksi antibodi in vitro secara spontan oleh SMDT 

mencerminkan infeksi aktif yang terjadi pada penderitanya dan berpotensi sebagai 

alat diagnostik.66 Pada hepatitis B, metode ini digunakan untuk mempelajari 

respons imun humoral terhadap HBsAg rekombinan,66,69 menghitung jumlah sel B 

spesifik yang memproduksi anti-HBs pada individu yang merespons dan yang 

tidak merespons terhadap vaksinasi57 dan respons sel memori pada individu yang 

telah divaksinasi terhadap hepatitis B lebih dari 13 tahun.67 

2.10.2 Kultur SMDT untuk sintesis sitokin 

Kultur SMDT untuk produksi sitokin secara in vitro membutuhkan 

keberadaan sel T dan APC. Sel T yang merupakan mayoritas dari komposisi 

SMDT merupakan penghasil sitokin utama dalam kultur SMDT secara in vitro,74 

sementara APC, seperti monosit yang terdapat pada SMDT, berfungsi untuk 

mempresentasikan antigen ke sel T.75 Kultur ini menggunakan SMDT yang 

didapatkan dari individu yang sudah pernah terpajan oleh antigen sebelumnya. 

SMDT tersebut dapat teraktivasi dan berproliferasi secara in vitro apabila 

distimulasi oleh antigen yang sama. Pada SMDT tersebut dapat terdeteksi 

keberadaan sitokin yang merupakan produk dari SMDT yang teraktivasi.76  

Selain menggunakan antigen, kultur SMDT untuk memproduksi sitokin 

dapat menggunakan fitohemaglutinin (PHA). PHA, merupakan lektin yang 

didapatkan dari kacang merah (Phaseous vulgaris), dapat mengaktivasi proliferasi 

dari sel T secara poliklonal. Hal ini membuat PHA sering digunakan sebagai 

kontrol dalam menguji kemampuan proliferasi ataupun produksi sitokin dari sel T 

secara in vitro.58,64,65,77  
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BAB 3 

BAHAN DAN CARA KERJA 

 

3.1 Desain Penelitian  

Desain penelitian merupakan penelitian deskriptif eksperimental. Pada 

penelitian ini dilakukan kultur sel mononuklear darah tepi manusia (SMDT) dari 

pasien hepatitis B kronis dan pasien hepatitis B yang telah mengalami resolusi 

infeksi. Kultur SMDT tersebut diberi perlakuan yang berbeda untuk memproduksi 

anti-HBs dan sitokin. Untuk memproduksi anti-HBs, SMDT tersebut diberikan 

stimulan PWM. PWM yang diberikan akan menginduksi sintesis imunoglobulin 

dari semua sel B yang terdapat dalam kultur tersebut termasuk sel B pemroduksi 

anti-HBs.68 Selanjutnya anti-HBs dideteksi dari kumpulan imunoglobulin pada 

kultur tersebut dengan kit yang secara spesifik hanya mendeteksi anti-HBs secara 

kuantitatif (Wantai, China). Untuk memproduksi sitokin, SMDT tersebut 

diberikan stimulan HBsAg rekombinan (rHBsAg-Biofarma, Indonesia) dan PHA. 

rHBsAg tersebut akan dipotong-potong menjadi peptida dan dipresentasikan oleh 

APC ke sel T yang spesifik mengenali antigen tersebut dan mengakibatkan 

sintesis sitokin dari sel T sebagai respons terhadap antigennya. Sementara itu PHA 

akan menginduksi semua sel T yang terdapat pada kultur SMDT untuk 

mensekresikan sitokin. Dari kumpulan sitokin yang disekresikan akibat stimulan 

HBsAg ataupun PHA, sitokin IL-10, IFN-gamma dan IL-2 pada supernatan kultur 

tersebut dideteksi secara spesifik dengan kit Luminex (R&D System, England) 

yang mendeteksi keberadaan dan jumlah sitokin IL-10, IFN-gamma dan IL-2. 

Selain kedua kelompok di atas, kelompok vaksinasi juga digunakan dalam 

penelitian ini. Subjek vaksinasi yang digunakan dalam penelitian ini adalah 

individu sehat yang tidak pernah memiliki riwayat infeksi VHB, tetapi memiliki 

riwayat vaksinasi hepatitis B dan merespons kuat terhadap vaksinasi tersebut. 

Respons yang kuat pada subjek vaksinasi ditandai oleh kadar anti-HBs pada 

serumnya yang lebih dari 100 mIU/mL.77 Subjek vaksinasi ini digunakan dalam 

penelitian ini sebagai kontrol untuk membuktikan bahwa metode yang
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digunakan berjalan dengan baik. Penggunaan subjek vaksinasi untuk sintesis 

sitokin dan anti-HBs secara in vitro telah banyak dilaporkan sehingga dapat 

digunakan sebagai kontrol dalam metode penelitian ini.58,64–66,69,77 

3.2 Tempat dan Waktu Penelitian 

Penelitian dilakukan di laboratorium Hepatitis Lembaga Biologi Molekuler 

Eijkman, Jakarta, mulai Agustus 2014 sampai dengan Mei 2015. 

3.3. Bahan Penelitian 

Penelitian ini menggunakan SMDT yang didapatkan dari tiga kategori 

subjek yaitu: individu dengan infeksi VHB kronis (ditandai dengan HBsAg +, 

anti-HBs - dan anti-HBc +), individu yang mengalami resolusi infeksi dari infeksi 

VHB (ditandai dengan HBsAg -, anti-HBs + dan anti-HBc +)  dan individu sehat 

yang merespons terhadap vaksin hepatitis B (ditandai dengan HBsAg -, anti-HBs 

> 100 mIU/mL dan anti-HBc -).  

Dalam menentukan jumlah sampel minimum yang akan digunakan, 

penelitian ini menggunakan referensi dari Velu et al.77 Berbeda dengan penelitian 

ini, penelitian yang dilakukan Velu et al. menggunakan kategori individu sehat 

yang merespons terhadap vaksinasi hepatitis B dan membandingkannya dengan 

individu yang tidak merespons terhadap vaksinasi hepatitis B dalam melihat pola 

sitokin yang muncul akibat stimulasi oleh rHBsAg. Referensi tersebut digunakan 

karena sedikitnya publikasi mengenai pola sitokin dari kultur PBMC pada 

kelompok pasien hepatitis B kronis dan pasien hepatitis B yang mengalami 

resolusi infeksi terhadap stimulant HBsAg. Pada penelitian ini, kelompok pasien 

hepatitis B kronis yang diketahui memiliki respons imun yang lemah terhadap 

infeksi VHB disamakan dengan kelompok individu sehat yang tidak merespos 

terhadap vaksinasi hepatitis B. Sementara itu, pasien hepatitis B yang mengalami 

resolusi infeksi disamakan dengan individu sehat yang merespons terhadap 

vaksinasi hepatitis B. Berdasarkan hal tersebut dengan menggunakan metode 

ANOVA dari software GPOWER 3.1, perhitungan jumlah sampel minimum 

untuk penelitian ini didapatkan 10 subjek untuk setiap kelompok dengan total 30 

subjek. Penelitian ini telah mendapat persetujuan etik dari Komisi Etik Penelitian 
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Kesehatan FKUI RSCM yang tertuang dalam surat keputusan tanggal 21 Juli 2014 

dan disertai surat keputusan amandemen perubahan protokol tertanggal 9 Februari 

2015. (Lampiran 1 dan 2) 

3.4. Alur Penelitian 

Alur penelitian ini ditampilan pada gambar 3.1. Sampel yang digunakan 

dalam penelitian adalah SMDT dari pasien hepatitis B kronis, individu yang 

mengalami resolusi infeksi dari infeksi hepatitis B, dan individu sehat yang 

merespons terhadap vaksin hepatitis B. Pada penelitian ini akan dilihat adanya 

hubungan antara sitokin dengan kronisitas hepatitis B dan produksi anti-HBs, 

serta melihat kemampuan individu yang terinfeksi hepatitis B kronis dalam 

memproduksi anti-HBs. 

 

Gambar 3.1 Alur Penelitian 

3.5 Isolasi Sel Mononuklear Darah Tepi Manusia 

Sebanyak ±12 cc darah diambil dari vena kubiti pasien atau relawan dengan 

syringe 10 cc oleh dokter ataupun perawat yang berada di tempat. Sebagian kecil 

darah tersebut dimasukkan dalam tabung EDTA 0,5 mL untuk dilakukan analisis 

hematologi rutin, sementara sisanya dimasukkan ke dalam tabung heparin 

berkapasitas 3 mL. Darah dari tabung heparin tersebut dibagi dengan rata ke 

dalam dua tabung sentrifus berukuran 15 mL. Selanjutnya ditambahkan Phosphate 

Buffered Saline (PBS) pH 7,4 steril sehingga didapatkan dua kali volume awal. 
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Kedua tabung ditutup dan dibolak-balikkan secara perlahan sampai PBS dan darah 

tercampur rata. Dua buah tabung sentrifus 15 mL steril baru disiapkan lalu 

campuran PBS dan darah tersebut dibagi ke dalam tabung baru tersebut sehingga 

terdapat empat tabung yang memiliki volume campuran PBS dan darah yang 

sama. Dengan menggunakan teknik underlayer, 4,5 mL Ficoll dimasukkan secara 

perlahan dengan syringe yang telah dipasangkan jarum IV Cathether 16G 

langsung ke bagian dasar dari masing-masing tabung yang berisi campuran PBS 

dengan darah. Keempat tabung tersebut ditutup lalu disentrifus dengan kecepatan 

400 g pada suhu 18 - 20oC selama 35 menit dalam kondisi tanpa rem. Setelah 

sentrifus akan terbentuk empat bagian pada keempat tabung tersebut. bagian 

tersebut adalah (dari paling atas tabung): plasma (berwarna agak kuning), sel 

mononuklear darah tepi manusia (putih berkabut), ficoll (transparan), dan sel 

darah merah (merah kecokelatan). Dengan menggunakan pipet transfer, sel 

mononuklear darah tepi manusia (bagian kedua) dari masing-masing tabung 

pindahkan ke dalam tabung sentrifus 15 mL baru yang steril. Selanjutnya 

dilakukan pencucian dengan menambahkan PBS sampai 12 mL lalu disentrifus 

dengan kecepatan 400 g pada suhu 18 – 20oC selama 15 menit dengan kondisi 

tanpa rem. Supernatan hasil sentrifus dibuang lalu pencucian diulang dua kali. 

Setelah pencucian terakhir, supernatan hasil sentrifus dibuang lalu ditambahkan 2 

mL media kultur yang komposisinya terdiri dari: RPMI-1640 (Gibco, Life 

technologies, USA) steril yang sudah ditambahkan dengan 10% Fetal Bovine 

Serum (FBS) (SIGMA-ALDRICH, USA), 2 mM L-glutamine (Gibco, Life 

technologies, USA), dan 1% larutan antibiotik dan antimikotik dengan komposisi 

10.000 unit/mL penisilin, 10.000 mg/mL streptomisin dan 0,25 µg/mL amfoterisin 

B (SIGMA-ALDRICH, USA). 

3.6 Persiapan Kultur Sel Mononuklear Darah Tepi Manusia 

SMDT yang telah diisolasi sebelumnya diinkubasi dalam inkubator dengan 

suhu 37oC selama satu jam. Selanjutnya dilakukan pencucian dengan cara  

disentrifus pada kecepatan 400 g pada suhu ruangan selama 10 menit dan 

membuang supernatan hasil sentrifus, kemudian menambahkan kembali 2 mL 

media kultur. Pencucian dilakukan empat kali sebelum ditambahkan kembali 2 
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mL media kultur. Hal ini dilakukan untuk mengelusi antibodi yang menempel 

pada sel. Selanjutnya homogenisasi dilakukan dengan menggunakan pipet transfer 

sebelum dilakukan penghitungan jumlah dan viabilitas sel menggunakan 0,4 % 

tryptan blue sebagai pewarna dan hemositometer (Improved Neubauer). Setelah 

diketahui jumlah selnya dilakukan pengenceran dengan menggunakan media 

kultur sehingga didapatkan stok SMDT dengan konsentrasi ±1,875 x 106 sel/mL. 

3.7 Stimulasi SMDT Secara In Vitro untuk Sintesis Sitokin  

Kultur dilakukan pada 24 well plate, dan satu spesimen dikultur pada tiga 

sumur yang diberikan perlakuan yang berbeda. Sebanyak 800 µL suspensi sel 

dengan konsentrasi + 1,875 x 106 sel/mL dimasukkan ke dalam tiap sumur dengan 

total lima sumur. Kelima sumur tersebut diberikan tiga perlakuan yang berbeda.  

Dua sumur  diberikan penambahan 200 µL RPMI-1640 yang didalamnya terdapat 

10% FBS, 2 mM  L-glutamine, 1% antibiotik dan antimikotik dan 50 µg/mL 

HBsAg. Dua sumur diberikan penambahan 200 µL RPMI-1640 yang didalamnya 

terdapat 10 % FBS, 2 mM  L-glutamine, 1% antibiotik dan antimikotik dan 50 

µg/mL PHA. Sebagai kontrol, sumur terakhir diberikan penambahan 200 µL 

RPMI-1640 yang di dalamnya terdapat 10 % FBS, 2 mM  L-glutamine, 1 % 

antibiotik dan antimikotik dan tanpa HBsAg ataupun PHA. Konsentrasi sel 

terakhir untuk setiap sumur adalah adalah + 1,5 x 106 sel/mL. Well plate tersebut 

selanjutnya diinkubasi dalam kondisi 37oC dan 5% CO2. Supernatan diambil 

setelah 72 jam untuk pemeriksaan kadar sitokin dengan sentrifugasi pada 

kecepatan 1.000 g selama 15 menit. Supernatan dibuat aliquote sebanyak 3 tabung 

untuk masing-masing perlakuan lalu disimpan pada suhu – 80oC. 

3.8 Stimulasi Sel SMDT Secara In Vitro untuk Sintesis Anti-HBs 

Kultur dilakukan pada 24 well plate dan satu spesimen dikultur dalam enam 

sumur yang diberikan perlakuan yang berbeda. Sebanyak 800 µL suspensi sel 

dengan konsentrasi + 1,875 x 106 sel/mL dimasukkan ke dalam tiap sumur dengan 

total enam sumur. Keenam sumur tersebut dibagi untuk mendapatkan dua 

perlakuan yang berbeda.  Lima sumur akan diberikan penambahan 200 µL RPMI-

1640 yang di dalamnya terdapat 10 % FBS, 2 mM  L-glutamine, 1 % antibiotik 
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dan antimikotik dan 50 µg/mL PWM. Sementara sebagai kontrol, satu sumur akan 

diberikan penambahan 200 µL RPMI-1640 yang didalamnya terdapat 10 % FBS, 

1 % antibiotik dan antimikotik dan tanpa PWM. Konsentrasi sel terakhir untuk 

setiap sumur adalah adalah + 1,5 x 106 sel/mL. 

Sumur yang tidak diberikan stimulan memiliki fungsi sebagai kontrol untuk 

menunjukkan bahwa anti-HBs yang terdeteksi pada kultur tersebut bukan 

kontaminan dari serum subjek, melainkan adalah antibodi yang diproduksi oleh 

sel B yang terdapat dalam kultur secara de novo. Sementara itu lima pengulangan 

untuk kultur yang distimulasi dengan PWM dilakukan untuk memperbesar 

kemungkinan didapatkannya sel B spesifik penghasil anti-HBs. Shokrgozar dan 

Shokri melaporkan, jumlah sel B total pada individu penerima vaksinasi hepatitis 

B memiliki rerata 15% dari total sel SMDT. Dari jumlah tersebut frekuensi 

terendah untuk ditemukannya sel B spesifik penghasil anti-HBs adalah 1 : 49.115 

sel B total. Berdasarkan hal tersebut, pada penelitian ini diharapkan dari total 7,5 

juta sel SMDT bisa didapatkan minimal 4 sel B spesifik penghasil anti-HBs.57     

Well plate tersebut selanjutnya diinkubasi dalam kondisi 37oC dan 5% CO2. 

Supernatan diambil setelah 12 x 24 jam untuk pemeriksaan kadar anti-HBs setelah 

sentrifugasi pada kecepatan 1.000 g selama 15 menit. Supernatan dibuat aliquote 

sebanyak 2 tabung untuk masing-masing sumur lalu disimpan pada suhu – 80oC. 

3.9 Deteksi Anti-HBs Serum Subjek dan Media Kultur 

Deteksi anti-HBs serum pasien dan media kultur dilakukan di Unit Transfusi 

Darah Pusat Palang Merah Indonesia (UTDP PMI) dengan menggunakan kit 

Wantai Hep.BV (Wantai, kode katalog WB-2896) yang mendeteksi anti-HBs total 

dengan menggunakan prinsip sandwich Enzyme Linked Immunoabsorbent Assay 

(ELISA) sesuai instruksi pembuat kit. Sebanyak 50 µL serum atau larutan standar 

dimasukkan ke dalam sumur dari microwell plate yang sudah dilapisi dengan 

rHBsAg dan selanjutnya ditambahkan dengan 50 µL HBsAg yang telah 

dikonjukasikan dengan enzim horseradish peroxidase (HRP-Conjugate). 

Microwell plate tersebut selanjutnya diinkubasi selama satu jam pada suhu 37oC 

dengan kondisi tertutup oleh penutup yang telah disediakan pada kit. Setelah 

inkubasi selesai, penutup dari microwell plate tersebut dibuang dan begitu juga 
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larutan yang sebelumnya ditambahkan. Pembuangan larutan tersebut dilakukan 

dengan cara membalikkan plate tersebut. Selanjutnya dilakukan pencucian dengan 

menggunakan dapar pencuci yang sudah diencerkan 20X dengan aquades. 

Pencucian tersebut dilakukan dengan menambahkan 200 µL dapar pencuci yang 

telah diencerkan ke tiap sumur. Setelah dapar pencuci dimasukkan, plate tersebut 

diinkubasi pada suhu ruang selama satu menit sebelum dapar pencuci dibuang. 

Proes pencucian ini dilakukan sebanyak empat kali. Pada tahap pencucian terakhir 

dilakukan blotting ke kertas tisu tebal untuk menghilangkan sisa-sisa dapar 

pencuci. Selanjutnya pada masing-masing sumur tersebut ditambahkan 50 µL 

larutan kromogen A yang mengandung urea peroxidase dan 50 µL larutan 

kromogen B yang mengandung TMB (Tetramethyl benzidine). Microwell plate 

diinkubasi pada suhu 37oC selama 15 menit. Selanjutnya ditambahkan 50 µL 

larutan penghenti reaksi yang didalamnya terdapat 2 M H2SO4. Pembacaan 

dilakukan dengan menggunakan ELISA reader pada panjang gelombang 450 nm. 

Sesuai instruksi pembuat, kadar anti-HBs akan dinyatakan sebagai positif apabila 

hasil perhitungan terhadap sampel memiliki kadar lebih dari 5 mIU/mL. Dalam 

menentukan anti-HBs dari supernatan kultur in vitro, hasil kultur dinyatakan 

positif apabila ditemukan salah satu dari lima pengulangan kultur SMDT yang 

distimulasi dengan PWM memiliki kadar lebih dari 5 mIU/mL. Kadar anti-HBs 

pada supernatan kultur diukur dengan  merata-ratakan hasil pengukuran anti-HBs 

dari kelima perulangan kultur yang distimulasi dengan PWM.   

3.10 Pengukuran Kadar Sitokin IL-10, IFN-gamma dan IL-2 Menggunakan 

Luminex 

Pengukuran kadar sitokin dilakukan di Badan Penelitian dan Pengembangan 

Kesehatan (Badan Litbangkes). Kadar sitokin dalam supernatan diukur 

menggunakan Luminex Polystyrene Screening Assays (R&D Systems, kode 

katalog LXSAH) sesuai petunjuk dari pembuat kit. Analit yang terdapat dalam kit 

adalah mikropartikel polistirene yang diwarnai fluoresensi dan dikonjugasi dengan 

antibodi monoklonal spesifik untuk protein target. Analit pada kit ini dapat 

mendeteksi dan mengkuantifikasi beberapa sitokin secara bersamaan dari 
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supernatan kultur. Kit ini dapat mendeteksi dan mengkuantifikasi kadar IL-10, 

IFN-gamma dan IL-2 dari sampel tunggal. 

Untuk mengkuantifikasi kadar sitokin dalam sampel, premixed cytokine 

standard yang tersedia pada kit direkonstitusi dengan menggunakan dapar yang 

tersedia dalam kit sehingga menghasilkan konsentrasi standar yang siap untuk 

diencerkan. Standar tersebut kemudian diencerkan secara berseri dengan faktor 

pengenceran 3 kali menggunakan dapar yang tersedia sebanyak 6 kali 

pengenceran. Standar tersebut digunakan dalam setiap pengukuran. 

Prosedur immunoassay dari luminex melibatkan reaksi pengenceran 

campuran mikropartikel, campuran antibodi berlabel biotin dan streptavidin-PE 

dari kit tersebut. Setiap langkah dalam prosedur immunoassay Luminex dilakukan 

dalam kondisi redup cahaya untuk menghindari photobleaching. Sebanyak 500 µL 

mikropartikel diencerkan dengan menggunakan 5 mL diluen RD2-1. Hasil 

pengenceran tersebut disebar sebanyak 50 µL untuk setiap sumur yang akan 

digunakan. Selanjutnya 50 µL dari standar yang telah diencerkan sebelumnya 

ataupun supernatan kultur ditambahkan ke masing-masing sumur dari plat yang 

telah disediakan. Plat tersebut ditutup dengan penutup berbahan aluminium yang 

tersedia pada kit dan diinkubasi pada suhu ruang dengan menggunakan shaker 

yang diatur dengan kecepatan 800 rpm. Cairan dibuang terlebih dahulu 

menggunakan pompa vakum yang akan menyedot cairan melalui pori-pori yang 

terdapat pada dasar plate. Pencucian dilakukan dengan menambahkan 100 µL 

dapar pencuci yang telah diencerkan 20X dengan menggunakan air yang telah 

dideionisasi lalu membuang cairan tersebut dengan menggunakan pompa vakum. 

Prosedur mencuci ini dilakukan sebanyak tiga kali. Selanjutnya setiap sumur 

ditambahkan dengan 50 µL campuran antibodi berlabel biotin yang telah 

diencerkan dengan diluennya. Sebanyak 500 µL antibodi berlabel biotin 

diencerkan dengan menggunakan 5 mL diluen RD2-1. Plate tersebut diinkubasi 

pada suhu ruang selama satu jam dengan menggunakan shaker pada kecepatan 

800 rpm setelah ditutup dengan sealer terlebih dahulu dan melepas Luminex 

Magnetic Plate Separator. Setelah inkubasi dilakukan pencucian sebanyak tiga 

kali seperti sebelumnya. Sebanyak 220 µL streptavidin-PE didilusi menggunakan 

5,35 mL dapar pencuci. Larutan tersebut dimasukkan sebanyak 50 µL ke masing-
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masing well. Selanjutnya dilakukan inkubasi selama setengah jam pada suhu 

ruang dengan menggunakan shaker pada kecepatan 800 rpm. Setelah tahap ini 

juga dilakukan pencucian sebanyak tiga kali dengan menggunakan dapar pencuci. 

Mikropartikel yang terdapat pada sumur diresuspensi dengan menggunakan 100 

µL dapar pencuci dan dilakukan inkubasi pada suhu ruang selama 2 menit dengan 

menggunakan shaker pada kecepatan 800 rpm. Plat kemudian dianalisis 

menggunakan mesin Luminex. 

Di dalam mesin Luminex tersebut, supernatan yang terdapat pada setiap well 

akan diambil satu per satu oleh jarum probe. Supernatan yang di dalamnya 

terdapat mikropartikel yang mengikat sitokin yang diinginkan akan dibawa oleh 

larutan dapar melalui pipa halus melewati dua sumber sinar laser. Sinar laser 

pertama akan mengeksitasikan pewarna yang terdapat pada mikropartikel, 

sementara sinar laser kedua akan mengeksitasikan fluoresens yang terikat pada 

sitokin yang menempel di mikropartikel. Selanjutnya sebuah detektor optik akan 

membaca eksitasi dari pewarna mikropartikel dan mengklasifikasikan 

mikropartikel tersebut, sementara detektor optik lainnya akan membaca fluoresens 

yang terikat pada sitokin untuk menentukan keberadaan dari sitokin yang 

diinginkan.  

3.11 Analisis Statistik 

Analisis statistik dilakukan dengan menggunakan SPSS 16. Uji statistik 

dilakukan dengan menggunakan uji Mann Whitney U untuk menentukan 

perbedaan sintesis sitokin terhadap kelompok subjek dan status anti-HBs. Uji 

Wilcoxon digunakan untuk melihat adanya pengaruh pemberian stimulan HBsAg 

dan PHA  dalam sintesis sitokin. Uji korelasi Spearman digunakan untuk melihat 

adanya korelasi antara kadar anti-HBs dari serum subjek dengan kadar anti-HBs 

dari supernatan kultur dan korelasi antara sitokin dengan kadar anti-HBs dari 

supernatan kultur. Uji Chi square digunakan untuk melihat adanya hubungan 

antara status kronis dengan umur, status kronis dengan jenis kelamin dan status 

kronis dengan sintesis anti-HBs in vitro. 
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BAB 4 

HASIL 

 

4.1. Subjek Penelitian dan Data Demografi 

Subjek dalam penelitian ini terdiri dari 10 pasien hepatitis B kronis (kronis), 

10 pasien yang mengalami resolusi infeksi dari hepatitis B (resolusi infeksi) dan 

10 individu sehat yang berhasil divaksinasi (vaksinasi); komposisi perbandingan 

jenis kelamin pria dengan wanita berturut-turut adalah 5/5, 6/4 dan 2/8, dengan 

rerata umur berturut-turut 35,5 ± 11, 43 ± 10 dan 25,3 ± 2,5 tahun (Tabel 4.1). 

Mengingat kelompok vaksinasi merupakan kelompok kontrol untuk metode 

penelitian yang digunakan, uji statistik hanya dilakukan terhadap kelompok pasien 

hepatitis B kronis dan pasien yang mengalami resolusi infeksi hepatitis B. Semua 

pasien hepatitis B kronis telah diketahui terdeteksi HBsAg dan anti-HBs negatif, 

demikian pula pada pasien resolusi infeksi adalah HBsAg negatif dan anti-HBs 

positif.  

Tabel 4.1. Subjek penelitian dan data demografi. 

a = uji Chi Square; b = uji Mann Whitney  

 Kronis  

( n = 10) 

Resolusi 

Infeksi 

( n = 10) 

Vaksinasi  

( n = 10) 

p-value 

(Kronis vs 

Resolusi 

Infeksi) 

 

Jenis kelamin 

(n, pria/wanita)  

 

5/5 

 

6/4 

 

2/8 

 

1,000a 

Umur 

(tahun, mean ± SD)  

35,5 ± 11 43 ± 10 25,3 ± 2,5 0,160b 

Kadar anti-HBs in vivo  

(mIU/mL,  mean ± SD) 

< 5 163,35 ± 

74,29 

219,18 ± 

30,93 

0,001b 
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Pada kelompok kronis dan resolusi infeksi tidak ditemukan perbedaan dan 

hubungan yang bermakna antara umur dan jenis kelamin. Hal ini menunjukkan 

bahwa faktor umur dan jenis kelamin dari kedua kelompok tersebut tidak 

mengakibatkan bias terhadap analisis yang dilakukan. Antara kelompok kronis 

dan resolusi infeksi dapat ditemukan perbedaan yang bermakna pada kadar anti-

HBs in vivo yang ditunjukkan dengan p-value dari uji Mann Whitney yang kurang 

dari 0,05 

4.2. Pengamatan Kultur SMDT  

   

 

 

 

 

 

Gambar 4.1. Pengamatan kultur sel SMDT dengan menggunakan mikroskop inverted 

(Nikon Eclipse Ti) dengan perbesaran 100 x, (a) sel ditumbuhkan tanpa stimulan selama 3 

x 24 jam, (b) sel ditumbuhkan dengan stimulan 10 µg/mL HBsAg selama 3 x 24 jam, (c) 

sel ditumbuhkan dengan stimulan 10 µg/mL PHA selama 3 x 24 jam, (d) sel ditumbuhkan 

tanpa stimulan selama 12 x 24 jam, (e) sel ditumbuhkan dengan stimulan 10 µg/mL PWM 

selama 12 x 24 jam. 

Hasil pengamatan terhadap kultur SMDT 3 x 24 jam dan 12 x 24 jam 

dengan menggunakan mikroskop inverted (Nikon Eclipse Ti) dengan perbesaran 

100 X menunjukkan terbentuknya suatu agregat sel pada SMDT yang diberikan 

stimulan PHA dan PWM. SMDT yang ditumbuhkan tanpa stimulan menunjukkan 

sel dalam keadaan monodispersi dan tidak memiliki perbedaan terhadap sel yang 

diberikan stimulan HBsAg (Gambar 4.1). Pengamatan ini ditemukan pada 

  

a b c 

d e 
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kelompok individu sehat yang berhasil divaksinasi, kelompok pasien hepatitis B 

yang mengalami resolusi infeksi dan kelompok pasien hepatitis B kronis. 

4.3. Kadar Anti-HBs In Vitro dari Kultur SMDT Setiap Kelompok Subjek 

Pada kelompok vaksinasi dapat ditemukan 70% subjek yang mampu 

mensintesis anti-HBs secara in vitro menggunakan stimulan PWM, sementara 

pada kultur yang tidak diberikan stimulan tidak ditemukan sintesis anti-HBs  

(Tabel 4.2). Sintesis anti-HBs secara in vitro tidak ditemukan pada SMDT yang 

berasal dari pasien kronis, sementara 40% subjek dari kelompok resolusi infeksi 

mensintesis anti-HBs secara in vitro dengan rerata 5,83 ± 10,39 mIU/mL. Hasil 

analisis statistik dengan menggunakan metode chi-square dan Mann Whitney pada 

kelompok kronis dan resolusi infeksi menunjukkan adanya perbedaan yang 

signifikan  diantara keduanya dalam sintesis anti-HBs secara in vitro.  

Tabel 4.2. Kadar anti-HBs secara in vitro dari kultur SMDT setiap kelompok subjek. 

a = uji Chi Square; b = uji Mann Whitney; - = tidak dilakukan uji statistik. 

4.4. Analisis Korelasi antara Anti-HBs In Vivo dan Anti-HBs In Vitro. 

Korelasi antara anti-HBs in vivo dan in vitro dilakukan dengan 

membandingkan data kadar anti-HBs yang dideteksi dari serum masing-masing 

subjek dengan data rerata kadar anti-HBs yang dideteksi dari supernatan kelima 

perulangan kultur SMDT yang diberikan PWM. Analisis korelasi dilakukan 

dengan menggunakan metode Spearman dan menunjukkan korelasi yang 

signifikan untuk kadar anti-HBs in vivo dengan in vitro pada kelompok vaksinasi 

 Kronis  

( n = 10) 

Resolusi 

Infeksi 

( n = 10) 

Vaksinasi  

( n = 10) 

p-value 

(Kronis vs 

Resolusi 

Infeksi) 

Anti-HBs positif in vitro (n)  0/10 4/10 7/10 0,043a  

Kadar anti-HBs in vitro kontrol  

(mIU/mL, mean ± SD)  

< 5 < 5 < 5 - 

Kadar anti-HBs in vitro PWM  

(mIU/mL, mean ± SD)  

< 5 5,83 ± 

10,39 

15,44 ± 

32,93 

0,031b 
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(Gambar 4.2).  Hal ini menunjukkan bahwa semakin tinggi kadar anti-HBs pada 

darah subjek vaksinasi, semakin tinggi kemungkinan untuk mendapatkan anti-

HBs dengan kadar tinggi pada kultur SMDT yang diberikan stimulan PWM. 

 

Gambar 4.2. Korelasi antara kadar anti-HBs in vitro dan in vivo pada kelompok 

vaksinasi (n = 10), resolusi infeksi (n = 10) dan kronis (n = 10). (a = uji korelasi 

Spearman).  = vaksinasi,  = resolusi infeksi,  = kronis,  = kelompok 

vaksinasi,  = kelompok resolusi infeksi,  = kelompok kronis.  

Analisis korelasi yang serupa juga dilakukan pada data yang berasal dari 

kelompok kronis dan resolusi infeksi. Sama seperti analisis kelompok vaksinasi, 

kelompok resolusi infeksi juga memiliki korelasi yang signifikan. Hal ini 

menunjukkan bahwa semakin tinggi kadar anti-HBs yang terdapat pada serum 

subjek dari kelompok resolusi infeksi maka semakin tinggi kemungkinan untuk 

didapatkan kadar anti-HBs yang tinggi pada kultur SMDT yang distimulasi 

dengan PWM. Sementara itu pada kelompok kronis tidak dapat dilakukan analisis 

korelasi anti-HBs in vivo dengan in vitro karena pada kelompok tersebut tidak 

ditemukan kultur SMDT yang mensintesis anti-HBs. Pada Gambar 4.2 terlihat 

seluruh subjek dari kelompok kronis berkelompok pada daerah yang 

menghasilkan anti-HBs in vivo dan in vitro yang rendah. 
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4.5. Kadar Sitokin IL-10, IFN-gamma dan IL-2 pada Kultur SMDT 

Polystyrene Luminex Screening Assay (R&D Biosystem) digunakan untuk 

menentukan kadar sitokin (IL-2, IL-10 dan IFN-gamma) dari kultur SMDT setiap 

subjek yang tidak diberikan stimulan, diberikan stimulan rHBsAg ataupun PHA. 

Analisis yang dilakukan menghasilkan data Median Fluorescent Intensity (MFI) 

untuk ketiga analit yang diuji. Peningkatan angka MFI pada sampel akan 

menunjukkan peningkatan kadar analit. Selanjutnya data MFI tersebut 

dikonversikan dengan menggunakan analisis weighted 5-parameter logistic untuk 

menghasilkan kadar sitokin dalam sampel sebagai konsentrasi dalam pg/mL. 

Pengukuran hasil sitokin dari ketiga kelompok subjek tersebut menunjukkan 

bahwa SMDT mampu menghasilkan ketiga sitokin tersebut dengan kadar yang 

berbeda-beda untuk setiap perlakuan. 

Untuk melihat pengaruh dari PHA dan rHBsAg dalam sintesis sitokin 

dilakukan uji dua sampel berhubungan dengan menggunakan metode Wilcoxon 

dan untuk melihat perbedaan kadar sitokin IL-10, IFN-gamma dan IL-2 antara 

kelompok kronis dan resolusi infeksi dilakukan uji Mann Whitney. Analisis untuk 

kelompok vaksinasi dilakukan terpisah dari kelompok lainnya.  

4.5.1. Kadar sitokin IL-10, IFN-gamma dan IL-2 pada berbagai perlakuan 

terhadap kelompok vaksinasi.   

Pemberian rHBsAg dan PHA pada SMDT yang didapatkan dari kelompok 

vaksinasi dapat meningkatkan sintesis sitokin IL-10, IFN-gamma dan IL-2 secara 

signifikan. Kadar tertinggi sitokin didapatkan pada perlakuan PHA sementara 

kadar terendah didapatkan pada perlakuan tanpa stimulan (kontrol). Sementara 

sintesis sitokin tertinggi adalah IL-2 dan sintesis sitokin terendah adalah IFN-

gamma (Tabel 4.3). 
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Tabel 4.3. Kadar sitokin IL-10, IFN-gamma dan IL-2 pada berbagai perlakuan 

terhadap kelompok vaksinasi (n = 10). 

   
                  pg/mL  

        (median, min-max) 
  

Wilcoxon 

p-value  

  kontrol  rHBsAg  PHA    

kontrol 

vs 

rHBsAg 

kontrol 

vs  

PHA 

IL-10 
13,1 

(10,9 – 22,3) 

18,1  

(13,6 – 57,5) 

1490,2  

(418,2 – 4269,7) 
  0,005** 0,008** 

IFN-

gamma 

6,3 

 (5,9 – 9,6) 

7,5  

( 6,1 – 58,4) 

737  

(520,5 – 856,2) 
 0,022* 0,008** 

IL-2 
32  

(14.8 – 106)  

190,3 

(35 – 1767) 

4750,7 

 (26,9 – 

14770,1) 

  0,005** 0,012* 

* berbeda bermakna  

** sangat berbeda bermakna 

 

4.5.2. Kadar sitokin IL-10, IFN-gamma dan IL-2 pada berbagai perlakuan 

terhadap kelompok kronis dan resolusi infeksi   

Pemberian HBsAg pada kelompok kronis dan kelompok resolusi infeksi 

menunjukkan kenaikan kadar IL-10 yang bermakna (Uji Wilcoxon). Sementara 

itu, tidak ditemukan adanya kenaikan yang signifikan pada sitokin IFN-gamma 

dan IL-2 akibat pemberian HBsAg pada kedua kelompok tersebut. Akan tetapi 

pada Tabel 4.4 dapat dilihat bahwa sintesis sitokin IFN-gamma pada kelompok 

resolusi infeksi memiliki kecenderungan untuk meningkat bila dibandingkan 

dengan kelompok kronis. Hal ini nampak dari nilai p-value uji Wilcoxon pada 

kelompok resolusi infeksi yang mencapai 0,092, sementara pada kelompok kronis 

hanya mencapai 0,192.  

Pemberian PHA dapat meningkatkan sekresi ketiga sitokin tersebut pada 

kelompok kronis maupun kelompok resolusi infeksi. Hal ini dapat dilihat pada 

nilai p-value dari uji Wilcoxon yang kurang dari 0,05 pada kedua kelompok 

tersebut untuk ketiga sitokin yang diuji. Uji Mann Whitney yang digunakan untuk 

melihat adanya perbedaan kadar sitokin IL-10, IFN-gamma dan IL-2 di antara 

kedua kelompok tersebut menunjukkan bahwa tidak ada perbedaan yang 
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bermakna pada kadar sitokin dari kultur yang tidak diberikan stimulan, kultur 

yang diberikan stimulan HBsAg dan kultur yang diberikan stimulan PHA (Tabel 

4.4). 

 

Tabel 4.4. Kadar sitokin IL10, IFN-gamma dan IL-2 pada berbagai perlakuan terhadap 

kelompok kronis dan kelompok resolusi infeksi. 

  
pg/mL 

(median, min-max) 
Wilcoxon 

p-value 

  kontrol rHBsAg PHA 

kontrol 

vs 

rHBsAg 

kontrol 

vs  

PHA 

Kronis 

(n = 10) 

IL-10 
12  

(10,8 – 17,3) 

13,1  

(11,6 – 28,3) 

343,5 

(16,2 – 4055,7) 
0,047* 0,005** 

IFN-

gamma 

6,5 

(5,9 – 8,4) 

6,6 

(6,1 – 141,6) 

591,3  

(7,2 – 755,9) 
0,192 0,007** 

IL-2 

41,4  

(17,5 – 

134,8) 

34 

(26,9 – 398,8) 

1654  

(47,4 – 8050) 
0,441 0,005** 

       

Resolusi 

Infeksi 

(n = 10) 

IL-10 
13,1 

(10,4 – 21,9) 

15,4  

(11,3 – 31,5) 

249,6  

(10,8 – 3188) 
0,022* 0,005** 

IFN-

gamma 

6,2 

 (5,9 – 6,8) 

6,5  

(5,9 – 14,6) 

659 

(7 – 950,9) 
0,092 0,005** 

IL-2 
40,5  

(17,5 – 68,9) 

39,6  

(17,5 – 163,1) 

2442,7  

(22,4 – 8050) 
0,646 0,017* 

  Mann Whitney p-value  

(kronis vs resolusi infeksi) 
  

 

IL-10 0,750 0,326 0,880   

IFN-

gamma 
0,170 0,398 0,545   

IL-2 0,677 0,791 0,879   

* berbeda bermakna; ** sangat berbeda bermakna 
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4.6. Hubungan antara Anti-HBs In Vitro dengan Respons Sitokin oleh 

Stimulan rHBsAg. 

Tabel 4.5. Perbandingan rasio sitokin (rHBsAg/kontrol) terhadap  

status anti-HBs in vitro. (n = 30) 

 

Rasio rHBsAg/kontrol  

(median, min - max) p-value  

 (Mann Whitney U) anti-HBs + 

(n = 11) 

anti HBs – 

( n= 19) 

IL-10 1,17  

(1,01 – 4,51) 

1,19 

 (0,74 – 2,47) 
0,683 

IFN-gamma 1,16  

(0,96 – 9,19) 

1,03  

(0,83 – 21,92) 
0,081 

IL-2 2,37  

(0,83 – 71, 56) 

1,33  

(0,3 – 4,16) 
0,033* 

* berbeda bermakna 

Analisis rasio sitokin akibat stimulasi oleh HBsAg dengan kemampuan 

kultur SMDT dalam mensintesis anti-HBs secara in vitro dapat dilihat pada Tabel 

4.5. Rasio sitokin didapatkan dengan membandingkan kadar sitokin pada kultur 

yang distimulasi oleh rHBsAg dengan kultur yang tidak diberikan stimulant (rasio 

rHBsAg/kontrol). Rasio sitokin digunakan dalam analisis ini sebagai penanda kuat 

respons sitokin dari kultur yang digunakan terhadap rHBsAg. Seluruh subjek (n = 

30) digunakan dalam analisis tanpa memperdulikan kelompok vaksinasi, resolusi 

infeksi ataupun kronis untuk memberikan gambaran secara keseluruhan mengenai 

pengaruh respons sitokin terhadap rHBsAg dengan kemampuan sintesis anti-HBs. 

Pada Tabel 4.5 dapat dilihat adanya perbedaan yang bermakna dalam kemampuan 

respons sitokin IL-2 terhadap HBsAg antara kultur yang dapat mensintesis anti-

HBs secara in vitro dengan yang tidak. Sementara kemampuan respons IFN-

gamma juga memiliki kecenderungan untuk berbeda bermakna di antara kedua 

kelompok tersebut. Hal ini dapat dilihat dari nilai p-value dari uji Mann Whitney 

yang mencapai 0,081.   

Untuk melihat apakah ada pengaruh dari status kelompok (vaksinasi, 

resolusi infeksi dan kronis) dalam hubungan antara sitokin IL-10, IFN-gamma dan 

IL-2 dengan anti-HBs in vitro, dilakukan analisis korelasi secara terpisah (Gambar 

4.3 dan 4.4). Analisis kelompok kronis dan resolusi infeksi (n = 20) dilakukan 
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terpisah dengan kelompok vaksinasi (n = 10) yang merupakan kelompok kontrol. 

Korelasi dilakukan dengan menggunakan uji Spearman (1-tailed) dan dilakukan 

terhadap kadar anti-HBs in vitro dengan rasio kadar sitokin antara kultur yang 

diberikan stimulan rHBsAg dengan kadar sitokin pada kultur yang tidak diberikan 

stimulan. 

Pada kelompok vaksinasi dapat ditemukan korelasi antara rasio IL-2 

terhadap kadar anti-HBs in vitro. Hal ini menunjukkan bahwa respons SMDT 

terhadap rHBsAg mempengaruhi sintesis anti-HBs in vitro. Semakin kuat respons 

IL-2 maka akan semakin tinggi kadar anti-HBs yang dihasilkan. Korelasi antara 

sitokin IL-10 dan IFN-gamma dengan kadar anti-HBs in vitro pada kelompok 

vaksinasi tidak signifikan pada penelitian ini. Akan tetapi antara rasio IFN-gamma 

dengan kadar anti-HBs secara in vitro memiliki kecenderungan untuk berkorelasi. 

Hal ini ditunjukkan dengan p-value yang mencapai 0,056 (Gambar 4.3). 

Sementara itu, pada kelompok kronis dan resolusi infeksi tidak ditemukan adanya 

korelasi yang bermakna antara rasio sitokin IL-10, IFN-gamma dan IL-2 terhadap 

kadar anti-HBs in vitro (Gambar 4.4).  
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Gambar 4.3. Korelasi rasio sitokin (a) IL-10, (b) IFN-gamma dan (c) IL-2 terhadap 

kadar anti-HBs in vitro pada kelompok vaksinasi (n = 10, a = uji korelasi Spearman) 
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Gambar 4.4. Korelasi rasio sitokin (a) IL-10, (b) IFN-gamma dan (c) IL-2 terhadap 

kadar anti-HBs in vitro pada kelompok kronis dan resolusi infeksi (n = 20, a = uji 

korelasi Spearman).       = resolusi infeksi,      = kronis. 
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BAB 5 

PEMBAHASAN 

 

Indonesia tergolong dalam negara yang memiliki endemisitas hepatitis B 

menengah sampai tinggi dengan tingkat prevalensi HBsAg yang mencapai 2,5–

10%.78 Pada infeksi VHB yang terjadi pada orang dewasa umumnya dapat terjadi 

resolusi infeksi dan terdeteksi keberadaan anti-HBs dalam darahnya, akan tetapi 

5–10% individu dewasa yang terinfeksi tersebut dapat mengalami persistensi 

infeksi VHB sehingga menjadi infeksi hepatitis B kronis.1 Pada individu yang 

mengalami infeksi hepatitis B kronis tidak ditemukan adanya anti-HBs dalam 

darahnya. Tidak terdeteksinya anti-HBs pada pasien hepatitis B kronis dapat 

disebabkan oleh adanya disfungsi sistem imun sehingga tidak terjadi sintesis anti-

HBs atau antibodi disintesis tetapi membentuk kompleks imun dengan HBsAg 

ataupun virion VHB yang berada dalam jumlah yang sangat banyak sehingga 

keberadaannya tersembunyikan.6,9,10 Untuk mengetahui kedua kemungkinan 

tersebut dilakukan studi imunologi untuk mengetahui kemampuan pasien hepatitis 

B kronis dalam menghasilkan anti-HBs yang memiliki peranan dalam eliminasi 

dan netralisasi virion VHB yang bersirkulasi dalam darah. Selain itu, penelitian ini 

juga melihat pola sintesis sitokin IL-10, IFN-gamma dan IL-2 pada penderita yang 

mengalami kronisitas hepatitis B dibandingkan dengan pasien yang mengalami 

resolusi infeksi beserta pengaruh pola sitokin tersebut terhadap sintesis anti-HBs 

secara in vitro. Penelitian ini dapat memberikan informasi terhadap kemampuan 

sintesis anti-HBs pada pasien hepatitis B kronis dalam mengembangkan suatu 

terapi untuk meningkatkan atau memicu produksi anti-HBs pada pasien hepatitis 

B kronis ke tahap kuratif.  

Dalam usaha untuk mencapai maksud di atas telah dilakukan kultur SMDT 

secara in vitro yang berasal dari pasien hepatitis B kronis, pasien hepatitis B yang 

telah mengalami resolusi infeksi dan individu sehat yang telah berhasil 

divaksinasi. Metode yang dilakukan dapat memberikan informasi dalam 

menjawab tujuan penelitan ini. 
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   Kultur SMDT dengan berbagai stimulan merupakan metode yang sering 

digunakan dalam mempelajari respons imun. Umumnya kultur SMDT dilakukan 

untuk mempelajari respons sel T dimana dalam kultur SMDT juga didapatkan sel-

sel lain seperti monosit dan sel B yang dapat berperan sebagai APC. Pada SMDT 

juga dapat ditemukan keberadaan sel B sehingga kultur SMDT juga dapat 

digunakan untuk mempelajari sel B terutama dalam sintesis antibodi.73 Hal ini 

juga didukung oleh adanya laporan mengenai komposisi dari suspensi SMDT 

yang terdiri dari 74,4 ± 2,0% sel limfosit T (48,1 ± 4,1% CD4+ dan 19 ± 2,9% 

CD8+), 7,5 ± 1,2% sel limfosit B, 16,1 ± 1,9% sel NK, dan 2,3 ± 0,4% sel 

monosit.74 Metode kultur SMDT ini juga telah digunakan untuk mempelajari 

sintesis sitokin 58,64,65,77 dan anti-HBs.66,67,73 

5.1. Sintesis Anti-HBs In Vitro tidak Ditemukan pada Pasien Hepatitis B 

Kronis  

Pada penelitian ini tidak ditemukan sintesis anti-HBs secara in vitro pada 

pasien hepatitis B kronis. Sebagai pembanding untuk membuktikan hal tersebut, 

dalam penelitian ini digunakan kultur SMDT yang berasal dari pasien hepatitis B 

yang mengalami resolusi infeksi yang ternyata dapat mensintesis anti-HBs secara 

in vitro. 

Kultur SMDT dari pasien hepatitis B kronis yang digunakan dalam 

penelitian ini merupakan kultur SMDT yang masih hidup dan dapat merespons 

terhadap stimulan. Hal itu dapat dilihat dari terbentuknya agregat sel pada semua 

kultur yang didapatkan dari masing-masing kelompok yang diberikan stimulan 

PHA dan PWM. Agregat tersebut merupakan sel limfosit yang teraktivasi. PHA 

merupakan mitogen yang khusus menstimulasi sel limfosit T untuk bermitosis. 

Sementara PWM, selain dapat menstimulasi sel limfosit T, juga dapat memicu 

aktivasi dan proliferasi dari sel limfosit B.79 Sel SMDT tersebut berproliferasi 

sehingga membentuk klaster sel yaitu sel-sel yang berasal dari progenitor yang 

sama.72,80 Terbentuknya klaster sel pada kultur SMDT tersebut menunjukkan 

bahwa sel yang digunakan masih hidup dan dapat merespons terhadap mitogen 

yang digunakan. 
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Selain kelompok pasien hepatitis B yang mengalami resolusi infeksi yang 

digunakan sebagai pembanding terhadap pasien hepatitis B kronis, dalam 

penelitian ini juga digunakan kultur SMDT yang berasal dari individu sehat yang 

berhasil divaksinasi untuk menunjukkan bahwa metode yang digunakan berjalan 

dengan baik. Dalam memilih subjek dari kelompok vaksinasi, tidak semua 

individu sehat yang mendapatkan vaksinasi hepatitis B dapat digunakan. Hal ini 

dikarenakan pada individu sehat yang mendapatkan vaksinasi tersebut terdapat 4-

10% individu yang tidak merespons terhadap vaksinasi yang ditandai dengan 

kadar anti-HBs kurang dari 10 mIU/mL pada darah individu tersebut meskipun 

telah menerima tiga kali vaksinasi hepatitis B.63 Subjek yang digunakan sebagai 

kontrol dalam penelitian ini adalah individu yang merespons kuat terhadap 

vaksinasi hepatitis B. Hal tersebut ditandai dengan keberadaan kadar anti-HBs 

pada serum yang lebih dari 100 mIU/mL.77   

Sintesis anti-HBs secara in vitro membutuhkan keberadaan sel B spesifik 

penghasil anti-HBs dan stimulan yang dapat mengaktivasi sel tersebut. Stimulan 

yang dapat digunakan adalah stimulan non-spesifik, seperti PWM ataupun virus 

Epstein Barr, ataupun antigen  yang bersifat spesifik.57,66,67,69,71–73   

PWM merupakan mitogen untuk sel B yang bersifat poliklonal dan mitogen 

yang paling umum digunakan untuk mempelajari sekresi imunoglobulin.68 

Penggunaannya dalam penelitian ini akan mengaktivasi seluruh sel B yang 

terdapat pada kultur SMDT. Aktivasi dari setiap sel B tersebut akan memicu 

proliferasi dan sintesis antibodi dari setiap sel B secara keseluruhan sehingga 

terjadi kenaikan kadar imunoglobulin total pada kultur SMDT tersebut.18,69 

Selanjutnya keberadaan anti-HBs dapat dideteksi pada supernatan dari kultur 

dengan menggunakan metode ELISA yang spesifik mengenali anti-HBs. 

Penggunaan HBsAg juga telah dilaporkan dalam menstimulasi sel B spesifik 

penghasil anti-HBs secara in vitro.66,69 Akan tetapi dalam penelitian pendahuluan 

yang dilakukan, penggunaan HBsAg dalam sintesis anti-HBs secara in vitro tidak 

memicu sintesis anti-HBs (data tidak ditampilkan). Hal ini dapat disebabkan oleh 

keberadaan sel imunosupresif, seperti sel NK dan monosit yang dapat menekan 

aktivasi sel B oleh antigen spesifik. Penggunaan LLME dapat mensensititasi 
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SMDT yang digunakan untuk sintesis anti-HBs in vitro dengan cara 

mengeliminasi sel imunosupresif tersebut.80 

Kemampuan kelompok kronis dalam memproduksi antibodi telah dilaporkan 

oleh Dusheiko et al. dan Barnaba et al. Pada kedua penelitian tersebut 

kemampuan hepatitis B kronis dalam memproduksi imunoglobulin juga telah 

ditunjukkan dengan meningkatnya kadar imunoglobulin total pada kultur SMDT 

dari pasien hepatitis B kronis yang distimulasi oleh PWM dan tidak adanya 

perbedaan kadar imunoglobulin total antara subjek sehat dan kronis.18,19 Selain itu, 

kemampuan pasien hepatitis B kronis dalam memproduksi antibodi juga dapat 

dilihat dari keberadaan anti-HBc dan anti-HBe pada kasus hepatitis B kronis, 

adanya kompleks imun antara anti-HBs dengan HBsAg pada pasien hepatitis B 

kronis9 dan anti-HBs pada kasus infeksi hepatitis B mutan yang dapat lolos dari 

anti-HBs.17 Hal ini menunjukkan bahwa pada pasien hepatitis B kronis tidak 

memiliki masalah disfungsi sel B secara umum melainkan lebih disebabkan oleh 

hal yang spesifik. 

Tidak terambilnya sel B spesifik penghasil anti-HBs sewaktu tahap 

pengambilan darah pada awal isolasi SMDT dapat mengakibatkan gagalnya 

sintesis anti-HBs in vitro. Shokrgozar dan Shokri melaporkan bahwa frekuensi sel 

B penghasil anti-HBs pada kultur SMDT dari individu yang sehat yang merespons 

kuat terhadap vaksin memiliki kisaran dari 1 sel B spesifik/387 sel B total sampai 

1 sel B spesifik/44.460 sel B total.57 Hal tersebut menunjukkan tingginya variasi 

dari keberadaan sel B spesifik penghasil anti-HBs meskipun individu tersebut 

merespons kuat terhadap vaksinasi. Tingginya variasi tersebut juga menjadi alasan 

mengapa dalam penelitian ini SMDT yang didapatkan dari masing-masing 

kelompok dinyatakan dapat menghasilkan anti-HBs in vitro apabila salah satu dari 

kelima pengulangan kultur untuk mensintesis anti-HBs in vitro tersebut dapat 

menghasilkan anti-HBs.  

Sementara itu, frekuensi sel B spesifik penghasil anti-HBs yang rendah pada 

kelompok pasien hepatitis B kronis juga dilaporkan oleh Bocher et al. yang hanya 

mencapai rerata 3,7 ± 1,2 sel penghasil anti-HBs untuk setiap 106 sel SMDT (data 

dari 7 subjek pasien kronis) dibandingkan dengan pasien hepatitis B akut yang 

memiliki rerata 168 ± 46 sel penghasil anti-HBs untuk setiap 106 sel SMDT (data 
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dari 6 pasien akut).15 Tingginya variasi keberadaan sel B dan rendahnya frekuensi 

sel B spesifik penghasil anti-HBs ini dapat mengakibatkan tidak terambilnya sel B 

tersebut dari darah subjek kronis pada tahap awal sebelum isolasi SMDT 

dilakukan.  

5.2. Pasien Hepatitis B Kronis tidak Memiliki Perbedaan Pola Sitokin IL-10, 

IFN-gamma dan IL-2 Dibandingkan dengan yang Mengalami Resolusi 

Infeksi  

Respons sel T helper dan sel T sitotoksik yang kuat pada pasien hepatitis B 

yang mengalami resolusi infeksi dan lemah pada pasien yang mengalami 

persistensi infeksi VHB telah banyak dilaporkan.21,81–84 Akan tetapi, respons yang 

kuat tersebut lebih diasosiasikan terhadap HBcAg dan HBeAg dari VHB.81–85 

Respons terhadap HBsAg pada kelompok pasien hepatitis B kronis dan kelompok 

resolusi infeksi juga telah dilaporkan. Akan tetapi pengukuran yang dilaporkan 

lebih mengarah pada analisis proliferasi sel SMDT terhadap stimulan yang 

digunakan. Bocher telah melaporkan bahwa pada kelompok kronis hanya 

mencapai stimulation index (SI) 0,9 ± 0,1 sementara pada kelompok resolusi 

infeksi dapat mencapai SI 2,0 ± 1,4 dalam merespons terhadap stimulan 

rHBsAg.71 Sedikit sekali informasi mengenai respons sitokin terhadap rHBsAg 

pada pasien hepatitis B kronis dan pasien hepatitis B yang mengalami resolusi 

infeksi.  

Pada penelitian ini tidak ditemukan perbedaan pola sintesis sitokin IL-10, 

IFN-gamma dan IL-2 di antara pasien hepatitis B kronis dan pasien hepatitis B 

yang mengalami resolusi infeksi. Sama seperti sebelumnya, individu sehat yang 

berhasil divaksinasi dan merespons kuat digunakan dalam penelitian ini untuk 

menunjukkan bahwa  metode yang digunakan berjalan dengan baik untuk sintesis 

IL-10, IFN-gamma dan IL-2. Hal ini dikarenakan SMDT dari individu yang gagal 

divaksinasi telah dilaporkan cenderung mensintesis sitokin lebih rendah daripada 

individu yang merespons kuat terhadap vaksinasi.65,77  

Seperti yang telah diutarakan sebelumnya bahwa respons terhadap rHBsAg 

dapat terlihat pada kenaikan IL-10 pada kelompok resolusi infeksi dan kronis. IL-

10 merupakan sitokin yang berperan dalam regulasi respons inflamasi. Sitokin 
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tersebut, selain disekresikan oleh sel Th2 juga diketahui diproduksi oleh 

makrofag, sel T regulator dan sel limfosit B. IL-10 telah ditunjukkan dapat 

menghambat respons imun seperti presentasi antigen, produksi sitokin dan 

aktivasi makrofag.26 Dalam menghambat produksi sitokin, sitokin ini bekerja 

dengan menghambat diferensiasi Th1 dengan menurunkan produksi sitokin yang 

berhubungan dengan Th1 seperti IL-12 dan IFN-gamma dan cenderung 

mengarahkan respons imun menjadi Th2 dengan meningkatkan kadar sitokin IL-4, 

IL-5 dan IL-13.13 IL-10 selain berperan dalam mengarahkan diferensiasi sel T 

helper menjadi sel Th2 juga memiliki peran dalam aktivasi dan proliferasi dari sel 

B.13,72,86,87  

Pada penelitian ini, pasien hepatitis B yang mengalami resolusi infeksi 

cenderung untuk mensintesis sitokin IFN-gamma oleh stimulan rHBsAg lebih 

kuat jika dibandingkan dengan kelompok kronis. IFN-gamma, sitokin yang dapat 

dihasilkan oleh sel Th1, CD8+ dan sel NK, merupakan sitokin pro-inflamasi yang 

berperan dalam mengaktivasi makrofag untuk memfagositosis mikroba, memicu 

diferensiasi sel CD4+ naif menjadi Th1 dan menghambat diferensiasi sel Th2, 

memicu sel B untuk mengubah sintesis Ig menjadi IgG2 dan menstimulasi 

ekspresi molekul MHC kelas I dan II pada APC.13 Sitokin ini juga telah 

dilaporkan memiliki kemampuan dalam menghambat replikasi VHB tanpa 

memicu terjadinya lisis sel hepatosit dan menurunkan ekspresi dari protein-protein 

VHB.54,88 Tingginya respons dalam mensintesis IFN-gamma pada kelompok yang 

telah mengalami resolusi infeksi sudah banyak dilaporkan. Kurangnya jumlah 

subjek penelitian dapat menyebabkan analisis statistik dalam penelitian ini 

menjadi tidak signifikan. 

Pada individu dengan resolusi infeksi VHB umumnya dapat ditemukan 

respons CD4 dan CD8 yang multispesifik dan kuat disertai keberadaan sitokin-

sitokin Th1 yang dominan pada darahnya.21 Salah satu sitokin dari Th1 tersebut 

adalah IFN-gamma. Peranan IFN-gamma dalam infeksi virus hepatitis nampak 

pada penelitian yang dilakukan oleh Menne et al. dengan menggunakan hewan 

coba. Pada penelitan tersebut, resolusi infeksi dari infeksi Woodchuck Hepatitis 

Virus (WHV) umumnya didahului dengan ekspresi IFN-gamma dan TNF-α yang 

tinggi. Sementara pada hewan coba yang tidak mampu mengekspresikan IFN-
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gamma dan TNF-α yang tinggi akan mengakibatkan persistensi infeksi. Hal yang 

sama juga telah dilaporkan dalam pada proses kesembuhan dari infeksi hepatitis C 

pada manusia.21 IFN-gamma telah dilaporkan memiliki fungsi sebagai antiviral 

dan dapat menjadi mediator untuk pemanggilan sel-sel yang berperan dalam 

inflamasi pada hepatosit.22 Sitokin tersebut juga telah dilaporkan bahwa sitokin 

tersebut dapat meningkatkan produksi anti-HBs.15  

Perlu diingat bahwa respons sitokin terhadap rHBsAg sangat 

bervariasi.64,65,77 Respons sitokin terhadap rHBsAg yang telah dilaporkan meliputi 

kecenderungan untuk sintesis sitokin dari Th1,56 kecenderungan untuk sintesis 

sitokin dari Th2,77 ataupun sintesis dari kedua sitokin.15 Meskipun demikian 

Larsen et al. menyebutkan bahwa respons terhadap HBsAg tersebut lebih 

dipengaruhi oleh subjeknya.64 Hipotesis tersebut juga didukung oleh penemuan 

dari Jafarzadeh dan Shokri yang melaporkan bahwa respons imun terhadap 

HBsAg dipengaruhi oleh HLA. Pada penelitian tersebut dilaporkan bahwa sekresi 

sitokin dari Th1 (IFN-γ) dan Th2 (IL-4, IL-10) mengalami penurunan pada subjek 

yang mengekspresikan HLA-DR7 dibandingkan dengan yang tidak 

mengekspresikan DR7. Subjek dengan HLA DR3+ lebih lemah dalam 

mensekresikan sitokin Th2 dan subjek dengan HLA B8+ dan A9+ lebih 

cenderung mensekresikan sitokin Th1 daripada Th2.58 Mengingat subjek yang 

digunakan berasal dari famili dan etnis yang berbeda, HLA dari setiap subjek 

tersebut juga akan berbeda.  

5.3. Sintesis Anti-HBs secara In Vitro Memiliki Hubungan dengan Sintesis 

IL-2.  

Pada kelompok kultur yang dapat mensintesis anti-HBs secara in vitro 

memiliki perbedaan kemampuan sintesis IL-2 dengan kultur SMDT yang tidak 

mensintesis anti-HBs. Mengingat bahwa dalam penelitian ini kadar anti-HBs in 

vitro dapat merepresentasikan jumlah sel B spesifik penghasil anti-HBs, tingginya 

kadar IL-2 dapat diasosiasikan dengan jumlah sel B spesifik tersebut. IL-2 

merupakan sitokin yang berperan dalam kelangsungan hidup, proliferasi dan 

diferensiasi dari sel T yang teraktivasi oleh antigen,13 proliferasi dan diferensiasi 

dari sel NK,89 dan juga berperan terhadap sel B sebagai faktor pertumbuhan dan 
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stimulan untuk sintesis antibodi.13 Sitokin ini telah dilaporkan berasosiasi dengan 

kegagalan vaksinasi hepatitis B dan sintesis antibodi secara in vitro.13 Hubungan 

antara anti-HBs dengan sitokin IL-2 juga telah dilaporkan oleh Velu et al. yang 

menunjukkan adanya korelasi positif antara kadar anti-HBs dan IL-2.77  

Pola korelasi sitokin dengan kadar anti-HBs in vitro dipengaruhi oleh status 

dari subjek. Hal ini nampak pada perbedaan pola korelasi sitokin dengan kadar 

anti-HBs in vitro pada kelompok vaksinasi dengan kelompok kronis dan resolusi 

infeksi. Hubungan antara sitokin IL-2 dengan sintesis anti-HBs in vitro hanya 

dapat ditemukan pada kelompok individu yang berhasil divaksinasi sementara 

pada kelompok pasien hepatitis B kronis dan kelompok pasien hepatitis B yang 

mengalami resolusi infeksi tidak ditemukan adanya hubungan yang bermakna.  

Perbedaan respons antara kelompok resolusi infeksi dan kronis dengan 

kelompok vaksinasi dapat disebabkan oleh perbedaan pengenalan epitop dari 

antigen yang diberikan oleh reseptor sel T yang terdapat pada kelompok resolusi 

infeksi dan kelompok kronis. Kelompok resolusi infeksi dan kronis terdiri dari 

individu yang terpajan oleh VHB sementara kelompok vaksinasi terdiri dari 

individu yang terpajan oleh rHBsAg. rHBsAg yang digunakan dalam penelitian 

ini merupakan rHBsAg yang digunakan sebagai vaksin untuk individu sehat 

sehingga sel T memori yang terbentuk sewaktu pajanan awal akan memiliki 

epitop yang sama dengan epitop rHBsAg yang digunakan sebagai stimulan dalam 

penelitian ini. Pada kelompok resolusi infeksi dan kronis, perbedaan pajanan 

tersebut dapat mengakibatkan perbedaan pengenalan epitop terhadap rHBsAg 

yang digunakan sebagai stimulan. Perbedaan respons terhadap antigen virus 

dengan rHBsAg pada kelompok yang mengalami resolusi infeksi dari infeksi dari 

VHB telah dilaporkan dengan adanya perbedaan proliferasi SMDT dari kelompok 

tersebut terhadap HBsAg rekombinan (SI 2.0 ± 1.4) dibandingkan dengan HBsAg 

yang dipurifikasi dari plasma pasien hepatitis B kronis (SI 6.6 ± 10.7).71 Hal ini 

menunjukkan bahwa perlunya penelitian lebih lanjut untuk menganalisis variasi 

dari gen S yang dimiliki dari VHB pada pasien hepatitis B kronis dan pasien 

hepatitis B yang mengalami resolusi infeksi, dan membandingkannya dengan 

rHBsAg yang digunakan dalam penelitian ini. 
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Pemberian virion utuh sebagai stimulan untuk melihat pola sitokin yang 

muncul pada pasien hepatitis B kronis dan pasien hepatitis B yang mengalami 

resolusi infeksi juga perlu dipertimbangkan. Virion utuh memiliki berbagai 

macam protein virus seperti HBsAg, HBeAg, HBcAg, HBx dan polimerase 

virus.41 Hal ini mengakibatkan adanya respons imun yang lebih kompleks dalam 

merespons protein-protein virus tersebut secara bersamaan jika dibandingkan 

dengan hanya satu protein virus. Perbedaan respons imun ini juga akan nampak 

pada sitokin yang dihasilkan mengingat bahwa masing-masing protein virus 

tersebut dapat memberikan  respons sitokin yang berbeda.90 Dalam hal ini, 

respons imun yang terkoordinasi akan sangat dibutuhkan mengingat respons 

sitokin dari sel Th1 ataupun Th2 dapat bersifat antagonis satu sama lain.20 

Penelitian lebih lanjut dalam  hal ini dapat memberikan gambaran yang lebih 

lengkap mengenai pola sitokin yang mempengaruhi kronisitas infeksi VHB.    

5.4. Keberadaan Anti-HBs Merupakan Perbedaan Utama antara Pasien 

Hepatitis B Kronis dan Pasien Hepatitis B yang Mengalami Resolusi Infeksi  

Pada penelitian ini tidak ditemukan perbedaan signifikan respons sitokin 

terhadap rHBsAg antara pasien hepatitis B yang mengalami resolusi infeksi dan 

pasien hepatitis B kronis. Perbedaan paling utama yang ditemukan pada penelitian 

ini adalah keberadaan anti-HBs secara in vivo ataupun in vitro pada pasien yang 

mengalami resolusi infeksi, sementara pada kelompok kronis tidak ditemukan 

anti-HBs. Anti-HBs, yang merupakan penanda resolusi dari infeksi VHB, 

memiliki peranan dalam netralisasi VHB dan perlindungan dari infeksi ataupun 

reinfeksi VHB.8  

Dalam siklus hidup VHB, virion VHB dan HBsAg disekresikan dalam 

jumlah yang yang tinggi.5 Tingginya virion dan HBsAg dapat memicu terjadinya 

T cell exhaustion yang mengakibatkan kehilangan fungsi dari limfosit T.91 Pada 

kondisi tersebut, anti-HBs berfungsi dalam menurunkan jumlah virion dan HBsAg 

yang bersikulasi dalam darah dengan membentuk kompleks imun dan inisiasi 

eliminasi virion.8 Pentingnya peranan anti-HBs tersebut nampak pada penelitian 

yang dilakukan Bocher et al. yang menunjukkan respons sel B spesifik penghasil 

anti-HBs yang kuat pada individu yang berada pada fase akut umumnya 
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diasosiasikan dengan resolusi infeksi, sementara pada individu yang tidak 

menunjukkan hal tersebut memiliki kemungkinan yang tinggi untuk terjadi 

persistensi VHB.15 Peranan anti-HBs tersebut juga didukung oleh terjadinya 

reaktivasi VHB setelah dilakukan eliminasi sel B spesifik HBsAg dengan 

pemberian anti-CD20 pada pasien yang telah mengalami resolusi infeksi.12  
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BAB 6 

KESIMPULAN DAN SARAN 

 

6.1 Kesimpulan 

1. Sintesis anti-HBs secara in vitro tidak ditemukan pada SMDT yang berasal 

dari pasien hepatitis B kronis. 

2. Tidak ditemukan perbedaan pola sitokin di antara pasien hepatitis B kronis 

dan pasien hepatitis B yang mengalami resolusi infeksi, akan tetapi pasien 

hepatitis B yang mengalami resolusi infeksi cenderung lebih kuat dalam 

produksi IFN-gamma sebagai respons terhadap HBsAg rekombinan. 

3. Hubungan antara sintesis anti-HBs in vitro dengan respons sitokin IL-2 

dapat ditemukan pada penelitian ini. Akan tetapi korelasi antara keduanya 

hanya dapat ditemukan pada individu sehat yang berhasil divaksinasi. 

6.2. Saran 

1.  Perlu dilakukan uji lebih lanjut terhadap panel sitokin yang lebih luas 

untuk melihat pola sitokin yang dihasilkan akibat HBsAg. 

2.  Perlunya penambahan jumlah sampel sehingga hasil yang didapatkan lebih 

akurat. 

3.  Perlu dilakukan analisis variasi gen S dari VHB yang terdapat pada pasien 

infeksi VHB kronis. 

4.  Perlu dilakukan uji lebih lanjut dengan menggunakan stimulan virion VHB 

utuh untuk melihat adanya perbedaan respons sitokin diantara kelompok 

resolusi infeksi dan kronis. 
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Lampiran 4. Data kadar anti-HBs pada setiap kultur  

Sampel 

anti-HBs 

in vivo 

(mIU/mL) 

anti-HBs in vitro (mIU/mL) 

kontrol 
stimulan PWM 

1 2 3 4 5 

VV-1  217,86 < 5 5,94 7,69 < 5 9,54 < 5 

VV-2 162,39 < 5 < 5 5,33 < 5 < 5 < 5 

VV-3 262,20 < 5 50,19 193,94 < 5 55,53 223,77 

VV-4 249,50 < 5 < 5 35 < 5 < 5 < 5 

VV-5 228,22 < 5 < 5 < 5 8,05 < 5 < 5 

VV-6 180,74 < 5 < 5 < 5 < 5 < 5 < 5 

VV-7 199,22 < 5 < 5 < 5 < 5 < 5 < 5 

VV-8 219,66 < 5 < 5 < 5 < 5 10,89 < 5 

VV-9 242,73 < 5 < 5 < 5 < 5 < 5 < 5 

VV-10 229,29 < 5 < 5 103,02 53,50 < 5 9,59 

AR-1  27,04 < 5 < 5 < 5 < 5 < 5 < 5 

AR-2 197,76 < 5 < 5 24,89 < 5 6,06 < 5 

AR-3 142,45 < 5 < 5 < 5 < 5 < 5 < 5 

AR-4 198,29 < 5 < 5 < 5 < 5 < 5 < 5 

AR-5 262,71 < 5 26,36 45,58 < 5 < 5 < 5 

AR-6 61,63 < 5 < 5 < 5 < 5 < 5 < 5 

AR-7 123,27 < 5 < 5 < 5 < 5 < 5 < 5 

AR-8 187,76 < 5 < 5 < 5 14,10 6,88 6,70 

AR-9 226,92 < 5 41,79 11,63 35,64 < 5 71,79 

AR-10 205,68 < 5 < 5 < 5 < 5 < 5 < 5 

CC-1  < 5 < 5 < 5 < 5 < 5 < 5 < 5 

CC-2 < 5 < 5 < 5 < 5 < 5 < 5 < 5 

CC-3 < 5 < 5 < 5 < 5 < 5 < 5 < 5 

CC-4 < 5 < 5 < 5 < 5 < 5 < 5 < 5 

CC-5 < 5 < 5 < 5 < 5 < 5 < 5 < 5 

CC-6 < 5 < 5 < 5 < 5 < 5 < 5 < 5 

CC-7 < 5 < 5 < 5 < 5 < 5 < 5 < 5 

CC-8 < 5 < 5 < 5 < 5 < 5 < 5 < 5 

CC-9 < 5 < 5 < 5 < 5 < 5 < 5 < 5 

CC-10 < 5 < 5 < 5 < 5 < 5 < 5 < 5 

Keterangan: 

VV = kelompok vaksinasi, AR = kelompok resolusi infeksi, CC = kelompok 

kronis 
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Lampiran 5. Data kadar sitokin IL-10, IFN-gamma dan IL-2 pada setiap 

kultur 

 

sampel perlakuan 
pg/mL 

IL-10 IFN-gamma IL-2 

Standard1 - 3340,00 1840,00 8050,00 

Standard2 - 1113,33 613,33 2683,33 

Standard3 - 371,11 204,44 894,44 

Standard4 - 123,70 68,15 298,15 

Standard5 - 41,24 22,72 99,38 

Standard6 - 13,75 7,57 33,13 

VV-1 

kontrol 11,12 6,35 24,69 

HBsAg 50,14 58,38 1766,98 

PHA 1651,31 824,03 8050,00 

VV-2 

kontrol 22,35 9,56 105,98 

HBsAg 28,30 11,46 201,97 

PHA 1624,93 849,14 8050,00 

VV-3 

kontrol 13,42 6,14 42,28 

HBsAg 14,83 7,11 450,52 

PHA - - - 

VV-4 

kontrol 12,89 6,35 38,70 

HBsAg 57,48 26,30 408,63 

PHA 1627,60 856,20 1696,70 

VV-5 

kontrol 15,18 5,92 33,02 

HBsAg 15,36 6,57 34,96 

PHA 1208,20 794,97 14770,10 

VV-6 

kontrol 14,39 6,35 50,72 

HBsAg 18,28 6,57 67,43 

PHA 4269,72 706,52 8050,00 

VV-7 

kontrol 10,95 5,92 14,83 

HBsAg 13,59 7,86 38,70 

PHA 418,22 701,98 3174,53 

VV-8 

kontrol 12,00 6,14 31,03 

HBsAg 33,02 6,35 182,09 

PHA 781,74 606,74 4750,68 

VV-9 

kontrol 12,18 7,43 26,88 

HBsAg 15,18 6,14 111,78 

PHA 469,58 520,50 26,88 

VV-10 

kontrol 15,71 6,35 31,03 

HBsAg 17,92 11,35 198,43 

PHA 1490,23 737,05 119,68 
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AR-1 

kontrol 15,36 6,57 58,58 

HBsAg 11,30 5,92 26,88 

PHA 398,17 657,46 57,04 

AR-2 

kontrol 21,91 6,78 68,86 

HBsAg 31,50 14,59 163,15 

PHA 3188,31 950,92 8050,00 

AR-3 

kontrol 14,47 6,46 42,28 

HBsAg 21,20 6,35 65,99 

PHA 16,60 7,00 2510,67 

AR-4 

kontrol 14,92 5,92 38,70 

HBsAg 17,75 6,57 53,92 

PHA 955,54 818,82 2374,79 

AR-5 

kontrol 10,95 6,14 17,52 

HBsAg 12,18 5,92 22,42 

PHA 50,06 317,65 394,90 

AR-6 

kontrol 11,30 6,35 34,96 

HBsAg 21,29 6,57 31,03 

PHA 19,87 9,56 67,43 

AR-7 

kontrol 10,68 5,92 26,88 

HBsAg 14,83 6,78 47,42 

PHA 101,11 717,25 5834,89 

AR-8 

kontrol 15,01 5,92 49,08 

HBsAg 15,89 6,35 40,51 

PHA 2823,99 660,53 3968,79 

AR-9 

kontrol 11,65 6,14 34,96 

HBsAg 13,59 6,35 38,70 

PHA 616,86 838,74 8050,00 

AR-10 

kontrol 10,42 6,59 58,58 

HBsAg 14,92 8,71 17,52 

PHA 10,77 520,41 22,42 

CC-1 

kontrol 17,30 8,39 134,85 

HBsAg 18,54 18,42 398,84 

PHA 4055,70 693,72 8050,00 

CC-2 

kontrol 12,71 5,92 38,70 

HBsAg 14,65 6,57 45,74 

PHA 240,02 45,15 1595,12 

CC-3 

kontrol 10,95 6,14 17,52 

HBsAg 12,80 6,14 31,03 

PHA 374,38 622,36 1022,36 

CC-4 

kontrol 10,77 6,25 22,42 

HBsAg 12,53 6,46 31,03 

PHA 133,92 707,32 1396,76 

CC-5 kontrol 12,71 6,78 34,96 
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HBsAg 20,67 10,09 81,16 

PHA 455,82 755,96 8050,00 

CC-6 

kontrol 11,56 6,14 47,42 

HBsAg 12,62 6,57 33,02 

PHA 16,24 10,19 1812,71 

CC-7 

kontrol 12,36 7,32 44,03 

HBsAg 13,33 6,35 33,02 

PHA 311,15 7,21 1712,82 

CC-8 

kontrol 14,83 7,21 45,74 

HBsAg 12,36 6,57 52,33 

PHA 364,95 755,34 3226,65 

CC-9 

kontrol 10,95 6,57 26,88 

HBsAg 11,65 6,35 26,88 

PHA 390,02 438,44 47,42 

CC-10 

kontrol 11,47 6,46 45,74 

HBsAg 28,30 141,63 34,96 

PHA 322,15 560,29 242,66 

Keterangan: 

VV = kelompok vaksinasi, AR = kelompok resolusi infeksi, CC = kelompok 

kronis
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Abstrak 

Infeksi oleh virus hepatitis B (VHB) dapat menjadi infeksi akut yang berakhir dengan resolusi 

infeksi ataupun berlanjut menjadi infeksi kronis. Resolusi infeksi dalam infeksi VHB ditandai 

dengan hilangnya hepatitis B surface antigen (HBsAg) dan keberadaan antibodi terhadap HBsAg 

(anti-HBs). Kemampuan sel B dalam mensintesis anti-HBs dipengaruhi oleh sel T helper 1 (Th1) 

ataupun T helper 2 (Th2). Sekresi sitokin yang terkoordinasi dari Th1 ataupun Th2 sangat 

dibutuhkan mengingat sitokin yang dihasilkan oleh kedua sel T helper (Th) tersebut memiliki 

peranan yang berbeda dan dapat bekerja secara antagonis. Penelitian ini bertujuan untuk 

mengetahui kemampuan pasien hepatitis B kronis dalam mensintesis anti-HBs dan 

membandingkan pola sintesis sitokin IL-10, IFN-gamma dan IL-2 dari pasien hepatitis B kronis 

dengan pasien yang mengalami resolusi infeksi. Pada penelitian ini sel mononuklear darah tepi 

manusia (SMDT) diambil dari 10 subjek pasien hepatitis B kronis, 10 subjek pasien yang 

mengalami resolusi infeksi dari hepatitis B dan 10 subjek individu sehat yang berhasil divaksinasi. 

SMDT dikultur dengan stimulan HBsAg rekombinan (rHBsAg) atau fitohemaglutinin (PHA) 

untuk sintesis sitokin dan pokeweed mitogen (PWM) untuk sintesis anti-HBs secara in vitro. Hasil 

dari penelitian ini ditemukan produksi anti-HBs secara in vitro dari 70% individu sehat yang 

berhasil divaksinasi dan 40% pasien hepatitis B yang mengalami resolusi infeksi, sementara pada 

pasien hepatitis B kronis tidak ditemukan hal tersebut. Pola sitokin IL-10, IFN-gamma dan IL-2 

antara pasien hepatitis B yang mengalami resolusi infeksi dan pasien hepatitis B kronis tidak 

memiliki perbedaan yang bermakna. Akan tetapi, respons IFN-gamma terhadap rHBsAg pada 

pasien hepatitis B yang mengalami resolusi infeksi cenderung lebih kuat. Korelasi antara sitokin 

IL-10, IFN-gamma dan IL-2 dengan produksi anti-HBs secara in vitro tidak ditemukan pada kedua 

kelompok tersebut, sementara korelasi IL-2 dengan sintesis anti-HBs in vitro ditemukan pada 

individu yang divaksinasi. Penelitian ini menunjukkan SMDT dari pasien hepatitis B kronis tidak 

dapat mensintesis anti-HBs secara in vitro dan pada pasien tersebut tidak memiliki perbedaan pola 

sintesis sitokin IL-10, IFN-gamma dan IL-2 jika dibandingkan dengan pasien hepatitis B yang 

mengalami resolusi infeksi. 

Kata kunci: hepatitis B, kronis, resolusi infeksi, anti-HBs, IL-10, IFN-gamma, IL-2 

 

 

 

 



 

 

                                                                                              

 

Abstract 

Hepatitis B virus (HBV) infection can lead to acute self-limited infection or lead to chronic 

hepatitis B infection. Resolution of infection is marked by seroconversion of hepatitis B surface 

antigen (HBsAg) to antibody to HBsAg (anti-HBs) which also give protection to HBV reinfection. 

Anti-HBs is produced by B cells as response to HBsAg. B cells response to HBsAg is affected by 

cytokines from T helper 1 (Th1) and T helper 2 (Th2) cells. Coordinated cytokines secreted by 

Th1 or Th2 cells is necessary due to the fact that they could work antagonistically. Th1 cytokines, 

such as IFN-gamma, are known to induce cellular immune responses, while Th2 cytokines, such as 

IL-4, -5 and -10, are known to induce humoral immune responses. This study aimed to investigate 

the capability of chronic hepatitis B patients (CHB) to synthesize anti-HBs in vitro and to compare 

IL-10, IFN-gamma and IL-2 levels between CHB patientis with resolved hepatitis B (RHB) 

patients. In this study, peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were taken from 10 CHB 

patients, 10 RHB patients and 10 healthy hepatitis B vaccinated individuals. PBMCs were cultured 

in presence of recombinant HBsAg (rHBsAg) and PHA to cytokines synthesis and pokeweed 

mitogen (PWM) to anti-HBs synthesis in vitro. As results, synthesis of anti-HBs in vitro were 

found in PBMCs from 70% of healthy hepatitis B vaccinated individuals and 40% of RHB 

patients, while PBMCs from CHB patients could not. No significant differences were found in IL-

10, IFN-gamma and IL-2 cytokine levels between CHB patients and RHB patients, although IFN-

gamma responses to rHBsAg had a tendency to be stronger in RHB patients. Correlation between 

IL-10, IFN-gamma and IL-2 cytokine levels and anti-HBs synthesis in vitro was not found in CHB 

patients and RHB patients. Meanwhile, IL-2 and anti-HBs synthesis in vitro were correlated in 

healthy hepatitis B vaccinated individuals. In conclusion, this study showed that PBMCs from 

CHB patients were not capable in synthesizing anti-HBs in vitro and had no differences in IL-10, 

IFN-gamma and IL-2 cytokine levels with RHB patients. 

Keywords: hepatitis B virus, chronic, resolved infection, anti-HBs, IL-10, IFN-gamma, IL-2 

_______________________________________________________________________________

Latar Belakang 

Infeksi virus hepatitis B (VHB) merupakan salah satu masalah besar bagi dunia 

kesehatan. Di seluruh dunia diperkirakan sekitar 2 milyar penduduknya telah terinfeksi oleh VHB 

meskipun vaksin terhadap VHB yang bermanfaat untuk memberikan perlindungan terhadap infeksi 

hepatitis B telah tersedia. Lebih dari 240 juta mengidap penyakit infeksi hati kronis dan dari semua 

itu, sekitar 780 000 penderitanya meninggal setiap tahun akibat konsekuensi dari penyakit 

tersebut.1,2 

Perjalanan infeksi VHB dimulai dengan infeksi akut dan selanjutnya dapat terjadi resolusi 

infeksi dengan sendirinya ataupun berlanjut menjadi infeksi kronis yang berisiko tinggi untuk 

sirosis dan kanker hati.3 Mekanisme terjadinya resolusi infeksiataupun kronisitas dari infeksi VHB 

belum diketahui secara pasti, akan tetapi mekanisme tersebut melibatkan respons imun terhadap 

VHB.4  

Pada individu yang mengalami resolusi infeksi dapat terdeteksi anti-HBs dalam 

serumnya. Antibodi ini memiliki manfaat dalam netralisasi VHB. Pentingnya anti-HBs dapat juga 

ditemukan pada penggunaan Hepatitis B Immunoglobulin (HBIG) untuk mencegah transmisi 

vertikal dari ibu ke anaknya.5 Akan tetapi, anti-HBs tidak dapat terdeteksi pada individu yang 

mengalami persistensi infeksi VHB. Mengingat anti-HBs berperan dalam pencegahan reinfeksi 

virion ke sel hati dan resolusi infeksi dari infeksi VHB, tidak terdeteksinya anti-HBs pada pasien 

hepatitis B kronis perlu dikaji lebih lanjut.6 

Tidak terdeteksinya anti-HBs pada pasien hepatitis B kronis dapat disebabkan oleh 

ketidakmampuan individu tersebut dalam memproduksi anti-HBs ataupun karena antibodi yang 

terbentuk membentuk kompleks imun dengan antigennya sehingga keberadaannya tersembunyikan 

oleh antigennya.6–8 Kedua hal tersebut menunjukkan lemahnya respons sel B penghasil anti-HBs. 

Lemahnya respons sel B pada pasien hepatitis B kronis telah dilaporkan disebabkan oleh hal yang 

bersifat spesifik daripada oleh defektif sel B secara umum.9,10  

Anti-HBs merupakan antibodi terhadap protein permukaan VHB yang dalam proses 

pembentukaannya bersifat T-dependent.11 Proses ini membutuhkan bantuan sitokin dari sel T 



 

 

                                                                                              

 

helper dalam proliferasi dan diferensiasinya. Sitokin seperti IL-10, IFN-gamma dan IL-2 telah 

dilaporkan memiliki pengaruh dalam sintesis anti-HBs.12–14 Selain itu, sitokin tersebut juga telah 

dilaporkan memiliki pengaruh terhadap kronisitas infeksi VHB.15–18 Mengingat besarnya peranan 

sitokin IL-10, IFN-gamma dan IL-2 terhadap sintesis anti-HBs dan kronisitas, hubungan antara 

ketiga sitokin tersebut dengan sintesis anti-HBs dan kronisitas infeksi VHB perlu dikaji lebih 

lanjut. Dalam studi ini, kemampuan pasien hepatitis B kronis dalam menghasilkan anti-HBs dan 

pengaruh pola sitokin IL-10, IFN-gamma dan IL-2 dalam kronisitas dan sintesis anti-HBs akan 

dikaji lebih lanjut. 

Metodologi 

Subjek penelitian 

Penelitian ini akan menggunakan sel mononuklear darah tepi manusia (SMDT) yang berasal dari 

tiga kategori yaitu: pasien hepatitis B kronis (ditandai dengan HBsAg +, anti-HBs - dan anti-HBc 

+), pasien yang telah mengalami resolusi infeksi hepatitis B (ditandai dengan HBsAg -, anti-HBs + 

dan anti-HBc +) dan individu sehat yang telah berhasil divaksinasi (ditandai dengan HBsAg -, 

anti-HBs >100 mIU/mL dan anti-HBc -).  

Kultur SMDT 

SMDT dipisahkan dari darah vena yang berada dalam tabung berisi heparin dengan sentrifugasi 

bertingkat menggunakan Histopaque (Sigma-Aldrich, USA). Setelah dilakukan pencucian 

menggunakan Phosphate Buffered Saline (PBS), SMDT selanjutnya diresuspensi dalam RPMI-

1640 (Gibco, Life technologies, USA) steril yang sudah ditambahkan dengan 10% Fetal Bovine 

Serum (FBS) (SIGMA-ALDRICH, USA), 2 mM L-glutamine (Gibco, Life technologies, USA), 

dan 1% larutan antibiotik dan antimikotik dengan komposisi 10000 unit/mL penisilin, 10000 

mg/mL streptomisin dan 0,25 µg/mL amfoterisin B (SIGMA-ALDRICH, USA) dan  

Stimulasi SMDT untuk sintesis sitokin 

Sebanyak 1,5 x 106 sel/mL PBMC dari setiap subjek ditempatkan pada masing-masing well dari 24 

sterile well plate dan diinkubasi dalam kondisi 37oC dan 5% CO2 tanpa ditambahkan stimulan atau 

dengan keberadaan stimulan 10 µg/mL rHBsAg atau PHA. Supernatan diambil setelah 72 jam 

untuk pemeriksaan kadar sitokin dan disimpan pada suhu – 80oC. 

Stimulasi SMDT untuk sintesis anti-HBs 

Sebanyak 1,5 x 106 sel/mL PBMC dari setiap subjek ditempatkan pada masing-masing well dari 24 

sterile well plate dan diinkubasi dalam kondisi 37oC dan 5% CO2 tanpa ditambahkan stimulan atau 

dengan keberadaan stimulan 10 µg/mL PWM. Supernatan diambil setelah 72 jam untuk 

pemeriksaan kadar anti-HBs dan disimpan pada suhu – 80oC. 

Pengukuran kadar anti-HBs pada serum subjek dan supernatan kultur  

Pengukuran anti-HBs dilakukan dengan menggunakan kit Wantai Hep.BV (Wantai, China) sesuai 

instruksi protokol. Supernatan dari kultur PBMC didistribusikan pada 96 well plate yang telah 

dilapisi oleh HBsAg dengan berbagai subtipe. Selanjutnya ditambahkan konjugat setelah 

dilakukan pencucian terlebih dahulu. Perubahan warna terjadi setelah ditambahkan TMB dan 

stopping solution. Pembacaan dilakukan dengan ELISA reader pada panjang gelombang 450 nm.  

Pengukuran kadar sitokin IL-10, IFN-gamma dan IL-2  

Supernatan dari kultur PBMC dilakukan pengukuran kadar sitokin dengan menggunakan kit 

Luminex dari R&D System sesuai dengan instruksi protokol. Sitokin yang diukur adalah IL-10, 

IFN-gamma, dan IL-2. Supernatan dari kultur PBMC didistribusikan pada 96 well plate yang steril 

yang selanjutnya akan ditambahkan analyte yang berisi beads yang telah dikonjugasikan dengan 

antibodi yang spesifik untuk tiap sitokin. Pembacaan hasil dilakukan dengan mesin LUMINEX 

200. 

Analisis statistik 

 

Analisis statistik dilakukan dengan menggunakan SPSS 16. P-value dihitung dengan menggunakan 

uji Mann Whitney, uji Wilcoxon, uji korelasi Spearman, dan uji Chi square.  



 

 

Hasil 

 

Subjek dalam penelitian ini terdiri dari 10 subjek pasien hepatitis B kronis (kronis), 10 

subjek pasien yang mengalami resolusi infeksi dari hepatitis B (resolusi infeksi) dan 10 subjek 

individu sehat yang berhasil divaksinasi (vaksinasi); dengan komposisi perbandingan jenis kelamin 

pria dengan wanita berturut-turut adalah 5/5, 6/4 dan 2/8; dan dengan rerata umur secara berturut-

turut adalah 35,5 ± 11, 43 ± 10 dan 25,3 ± 2,5 tahun (Tabel 1).  

Pada kelompok kronis dan resolusi infeksi tidak ditemukan perbedaan dan hubungan yang 

bermakna antara umur dan jenis kelamin. Hal ini menunjukkan bahwa faktor umur dan jenis 

kelamin dari kedua kelompok tersebut tidak mengakibatkan bias terhadap analisis yang dilakukan. 

Antara kelompok kronis dan resolusi infeksi dapat ditemukan perbedaan yang bermakna pada 

kadar anti-HBs in vivo. 

Pada kelompok vaksinasi dapat ditemukan 70% subjek yang mampu mensintesis anti-

HBs secara in vitro menggunakan stimulan PWM, sementara pada kultur yang tidak diberikan 

stimulan tidak ditemukan sintesis anti-HBs.Pada kelompok ini juga dapat ditemukan sintesis 

sitokin IL-10, IFN-gamma dan IL-2 pada kultur SMDT yang diberikan stimulan HBsAg. Kadar 

tertinggi ditemukan pada sitokin IL-2 dan kadar terendah ditemukan pada sitokin IFN-gamma 

(Tabel 2).  

 

Tabel 1. Subjek penelitian dan data demografi 

a = uji Chi Square; b = uji Mann Whitney. 

 

Sintesis anti-HBs secara in vitro tidak ditemukan pada SMDT yang berasal dari pasien 

kronis, sementara 40% subjek dari kelompok resolusi infeksi mensintesis anti-HBs secara in vitro 

dengan rerata 5,83 ± 10,39 mIU/mL. Hasil analisis statistik dengan menggunakan metode chi-

square dan Mann Whitney pada kelompok kronis dan resolusi infeksi menunjukkan adanya 

perbedaan yang signifikan  diantara keduanya dalam sintesis anti-HBs secara in vitro. Pada kedua 

kelompok tersebut juga ditemukan sitokin IL-10, IFN-gamma dan IL-2 dengan kadar tertinggi 

ditemukan pada IL-2 dan kadar terendah ditemukan pada IFN-gamma pada kultur SMDT yang 

diberikan stimulan rHBsAg. Akan tetapi, tidak ditemukan adanya perbedaan yang bermakna untuk 

sintesis IL-10, IFN-gamma dan IL-2 pada kedua kelompok tersebut. 

Korelasi antara anti-HBs in vivo dan in vitro dilakukan dengan membandingkan data 

kadar anti-HBs yang dideteksi dari serum masing-masing subjek dengan data rerata kadar anti-

HBs yang dideteksi dari supernatan kelima perulangan kultur SMDT yang diberikan PWM. 

Analisis korelasi dilakukan dengan menggunakan metode Spearman dan menunjukkan korelasi 

yang signifikan untuk kadar anti-HBs in vivo dengan in vitro pada kelompok vaksinasi (Gambar 

1).  Hal ini menunjukkan bahwa semakin tinggi kadar anti-HBs pada darah subjek vaksinasi, 

semakin tinggi kemungkinan untuk mendapatkan anti-HBs dengan kadar tinggi pada kultur SMDT 

yang diberikan stimulan PWM. 

Analisis korelasi yang serupa juga dilakukan pada data yang berasal dari kelompok kronis 

dan resolusi infeksi. Sama seperti analisis kelompok vaksinasi, kelompok resolusi infeksi juga 

memiliki korelasi yang signifikan. Hal ini menunjukkan bahwa semakin tinggi kadar anti-HBs 

yang terdapat pada serum subjek dari kelompok resolusi infeksi maka semakin tinggi 

kemungkinan untuk didapatkan kadar anti-HBs yang tinggi pada kultur SMDT yang distimulasi 

dengan PWM. Sementara itu pada kelompok kronis tidak didapatkan analisis korelasi anti-HBs in 

vivo dengan in vitro yang dikarenakan pada kelompok tersebut tidak ditemukan kultur SMDT yang 

 Kronis  

( n = 10) 

Resolusi 

Infeksi 

( n = 10) 

Vaksinasi  

( n = 10) 

p-value 

(Kronis vs 

Resolusi infeksi) 

Jenis kelamin 

(n, pria/wanita) 
5/5 6/4 2/8 1,000a  

Umur 

(tahun, mean ± SD) 
35,5 ± 11 43 ± 10 25,3 ± 2,5  0,160b  

Kadar anti-HBs in vivo  

(mIU/mL,  mean ± SD) 
< 5 163,35 ± 74,29 219,18 ± 30,93 0,001b  



 

 

mensintesis anti-HBs. Pada gambar 4.2 seluruh subjek dari kelompok kronis berkelompok pada 

daerah yang menghasilkan anti-HBs in vivo dan in vitro yang rendah. 

Pemberian rHBsAg dan PHA pada SMDT yang didapatkan dari kelompok vaksinasi 

dapat meningkatkan sintesis sitokin IL-10, IFN-gamma dan IL-2 secara signifikan. Kadar tertinggi 

sitokin didapatkan pada perlakuan PHA sementara kadar terendah didapatkan pada perlakuan 

tanpa stimulan (kontrol). Sementara sintesis sitokin tertinggi adalah IL-2 dan sintesis sitokin 

terendah adalah IFN-gamma (Tabel 3). 

 

Tabel 2. Kadar anti-HBs  secara in vitro dari kultur SMDT setiap kelompok subjek. 

a = uji Chi Square; b = uji Mann Whitney; - = tidak dilakukan uji statistik. 

 
Pemberian HBsAg pada kelompok kronis dan kelompok resolusi infeksi menunjukkan 

kenaikan kadar IL-10 yang bermakna (Uji Wilcoxon). Sementara itu, tidak ditemukan adanya 

kenaikan yang signifikan pada sitokin IFN-gamma dan IL-2 akibat pemberian HBsAg pada kedua 

kelompok tersebut. Akan tetapi pada tabel 3 dapat dilihat bahwa sintesis sitokin IFN-gamma pada 

kelompok resolusi infeksi memiliki kecenderungan untuk meningkat bila dibandingkan dengan 

kelompok kronis. Hal ini nampak dari nilai p-value dari uji Wilcoxon pada kelompok resolusi 

infeksi yang mencapai 0,092, sementara pada kelompok kronis yang hanya mencapai 0,192.  

 

Tabel 3. Kadar sitokin IL-10, IFN-gamma dan IL-2 terhadap berbagai perlakuan pada 

kelompok vaksinasi (n = 10). 

                 pg/mL   
Wilcoxon 

p-value  

  
kontrol  

(mean ± SD) 

rHBsAg  

(mean ± SD) 

PHA  

(mean ± SD) 
  

kontrol 

vs 

rHBsAg 

kontrol 

vs  

PHA 

IL-10 14,02 ± 3,35 26,41 ± 15,85 1504,61 ± 1148,86   0,005** 0,008** 

IFN-gamma 6,65 ± 1,10 14,81 ± 16,48 733,01 ± 113,78  0,022* 0,008** 

IL-2 39,92 ± 25,22  346,15 ± 519,30 5409,84 ± 4805,03   0,005** 0,012* 

* berbeda bermakna  

** sangat berbeda bermakna 

 
Pemberian PHA dapat meningkatkan sekresi sitokin ketiga sitokin tersebut pada 

kelompok kronis dan kelompok resolusi infeksi. Hal ini dapat dilihat pada nilai p-value dari uji 

Wilcoxon yang kurang dari 0,05 pada kedua kelompok tersebut untuk ketiga sitokin yang diuji. Uji 

 Kronis  

( n = 10) 

Resolusi Infeksi 

( n = 10) 

Vaksinasi  

( n = 10) 

p-value 

(Kronis vs 

Resolusi 

infeksi) 

Anti-HBs positif in vitro  

(n)  
0/10 4/10 7/10 0,043a  

Kadar anti-HBs in vitro kontrol  

(mIU/mL, mean ± SD)  
< 5 < 5 < 5 - 

Kadar anti-HBs in vitro PWM  

(mIU/mL, mean ± SD)  
< 5 5,83 ± 10,39 15,44 ± 32,93  0,031b  



 

 

Mann Whitney yang digunakan untuk melihat adanya perbedaan kadar sitokin IL-10, IFN-gamma 

dan IL-2 diantara kedua kelompok tersebut menunjukkan bahwa tidak ada perbedaan yang 

bermakna pada kedua kelompok tersebut pada sitokin dari kultur yang tidak diberikan stimulan, 

kultur yang diberikan stimulan HBsAg dan kultur yang diberikan stimulan PHA (Tabel 4). 

 

Tabel 4. Kadar sitokin IL10, IFN-gamma dan IL-2 terhadap berbagai perlakuan pada kelompok 

kronis dan kelompok resolusi infeksi. 

 

  pg/mL  Wilcoxon 

p-value 

  
kontrol 

(mean ± 

SD) 

rHBsAg 

(mean ± 

SD) 

PHA 

(mean ± 

SD) 

 kontrol vs 

rHBsAg 

kontrol 

vs  

PHA 

Kronis 

(n = 10) 

IL-10 
12,56 ± 

2,06 

15,74 ± 

5,31 

666,44 ± 

1198,01 
 0,047* 0,005** 

IFN-gamma 
6,72 ± 

0,75 

21,52 ± 

42,37 

459,60 ± 

317,44 
 0,192 0,007** 

IL-2 
45,82 ± 

33,01 

76,80 ± 

114,29 

2715,65 ± 

2945,62 
 0,441 0,005** 

        

Resolusi 

Infeksi 

(n = 10) 

IL-10 
13,67 ± 

3,52 

17,44 ± 

5,99 

818,13 ± 

1197,80 
 0,022* 0,005** 

IFN-gamma 
6,28 ± 

0,32 
7,41 ± 2,64 

549,83 ± 

334,98 
 0,092 0,005** 

IL-2 
43,04 ± 

15,81 

50,75 ± 

42,17 

3133,09 ± 

3220,54 
 0,646 0,017* 

  Mann Whitney p-value  

(kronis vs resolusi infeksi) 
   

 

IL-10 0,750 0,326 0,880    

IFN-gamma 0,170 0,398 0,545    

IL-2 0,677 0,791 0,879    

* berbeda bermakna; ** sangat berbeda bermakna 

 
Analisis rasio sitokin akibat stimulasi oleh HBsAg dengan kemampuan kultur SMDT 

dalam mensintesis anti-HBs secara in vitro dapat dilihat pada tabel 5. Rasio sitokin didapatkan 

dengan membandingkan kadar sitokin pada kultur yang distimulasi oleh rHBsAg dengan kultur 

yang tidak diberikan stimulant (rasio rHBsAg/kontrol). Rasio sitokin digunakan dalam analisis ini 

sebagai penanda kuat respons sitokin dari kultur yang digunakan terhadap rHBsAg. Seluruh subjek 

(n = 30) digunakan dalam analisis tanpa memperdulikan kelompok vaksinasi, resolusi infeksi 

ataupun kronis untuk memberikan gambaran secara keseluruhan mengenai pengaruh respons 

sitokin terhadap rHBsAg dengan kemampuan sintesis anti-HBs. Pada tabel 5 dapat dilihat adanya 

perbedaan yang bermakna dalam kemampuan respons sitokin IL-2 terhadap HBsAg antara kultur 

yang dapat mensintesis anti-HBs secara in vitro dengan yang tidak. Sementara kemampuan 

respons IFN-gamma juga memiliki kecenderungan untuk berbeda bermakna diantara kedua 



 

 

kelompok tersebut. Hal ini dapat dilihat dari nilai p-value dari uji Mann Whitney yang mencapai 

0,081. 

Untuk melihat apakah ada pengaruh dari status kelompok (vaksinasi, resolusi infeksi dan 

kronis) dalam hubungan antara sitokin IL-10, IFN-gamma dan IL-2 dengan anti-HBs in vitro 

dilakukan analisis korelasi secara terpisah (Gambar 2 dan 3). Analisis kelompok kronis dan 

resolusi infeksi (n = 20) dilakukan terpisah dengan kelompok vaksinasi (n = 10) yang merupakan 

kelompok kontrol. Korelasi dilakukan dengan menggunakan uji Spearman (1-tailed) dan dilakukan 

terhadap kadar anti-HBs in vitro dengan rasio kadar sitokin antara kultur yang diberikan stimulan 

rHBsAg dengan kadar sitokin pada kultur yang tidak diberikan stimulan. 

Pada kelompok vaksinasi dapat ditemukan korelasi antara rasio IL-2 terhadap kadar anti-

HBs in vitro. Hal ini menunjukkan bahwa sintesis anti-HBs secara in vitro mempengaruhi respons 

SMDT terhadap rHBsAg untuk sintesis sitokin IL-2. Semakin tinggi kadar anti-HBs yang 

dihasilkan maka akan semakin kuat respons IL-2 yang dihasilkan. Korelasi antara sitokin IL-10 

dan IFN-gamma dengan kadar anti-HBs in vitro pada kelompok vaksinasi tidak ditemukan secara 

signifikan pada penelitian ini. Akan tetapi amtara rasio IFN-gamma dengan kadar anti-HBs secara 

in vitro memiliki kecenderungan untuk berkorelasi. Hal ini ditunjukkan dengan p-value yang 

mencapai 0.056 (Gambar 2). Sementara itu, pada kelompok kronis dan resolusi infeksi tidak 

ditemukan adanya korelasi yang bermakna antara rasio sitokin IL-10, IFN-gamma dan IL-2 

terhadap kadar anti-HBs in vitro (Gambar 3). 

 

 
Tabel 5. Perbandingan rasio sitokin (rHBsAg/kontrol) terhadap  

status anti-HBs in vitro. (n = 30) 

 

 

Rasio rHBsAg/kontrol  

(mean ± SD) p-value  

 (Mann Whitney U) anti-HBs + 

(n = 11) 

anti HBs – 

( n= 19) 

IL-10 1,911 ± 1,363 1,293 ± 0,385 0,683 

IFN-gamma 2,258 ± 2,480 2,223 ± 4,780 0,081 

IL-2 10,326 ± 20,646 1,497 ± 0,955 0,033* 

* berbeda bermakna 

 

Diskusi 

 
Indonesia tergolong dalam negara yang memiliki endemisitas hepatitis B menengah 

sampai tinggi dengan tingkat prevalensi HBsAg yang mencapai 2,5–10%.19 Pada infeksi VHB 

yang terjadi pada orang dewasa umumnya dapat terjadi resolusi infeksi dan terdeteksi keberadaan 

anti-HBs dalam darahnya, akan tetapi 5–10% individu dewasa yang terinfeksi tersebut dapat 

mengalami persistensi infeksi VHB sehingga menjadi infeksi hepatitis B kronis.1 Pada individu 

yang mengalami infeksi hepatitis B kronis tidak ditemukan adanya anti-HBs dalam darahnya. 

Tidak terdeteksinya anti-HBs pada pasien hepatitis B kronis dapat disebabkan oleh adanya 

disfungsi sistem imun sehingga tidak terjadi sintesis anti-HBs atau antibodi yang terbentuk 

membentuk kompleks imun dengan HBsAg ataupun virion VHB yang berada dalam jumlah yang 

sangat banyak sehingga keberadaannya tersembunyikan. 6–8 Untuk mengetahui kedua 

kemungkinan tersebut dilakukan studi imunologi untuk mengetahui kemampuan pasien hepatitis B 

kronis dalam menghasilkan anti-HBs yang memiliki peranan dalam eliminasi dan netralisasi virion 

VHB yang bersirkulasi dalam darah. Selain itu penelitian ini juga melihat pola sintesis sitokin IL-

10, IFN-gamma dan IL-2 pada penderita yang mengalami kronisitas hepatitis B dibandingkan 

dengan pasien yang mengalami resolusi infeksi beserta pengaruh pola sitokin tersebut terhadap 

sintesis anti-HBs secara in vitro. Penelitian ini dapat memberikan informasi terhadap kemampuan 



 

 

sintesis anti-HBs pada pasien hepatitis B kronis dalam dalam mengembangkan suatu terapi untuk 

meningkatkan atau memicu produksi anti-HBs pada pasien hepatitis B kronis ke tahap kuratif.  

 

 

. 

Gambar 1. Korelasi rasio sitokin (a) IL-10, (b) IFN-gamma dan (c) IL-2 terhadap 

kadar anti-HBs in vitro pada kelompok vaksinasi (n = 10, a = uji korelasi Spearman) 



 

                                                                                         

 

 

 

 

Gambar 4.4. Korelasi rasio sitokin (a) IL-10, (b) IFN-gamma dan (c) IL-2 terhadap 

kadar anti-HBs in vitro pada kelompok kronis dan resolusi infeksi (n = 20, a = uji 

korelasi Spearman).       = resolusi infeksi,      = kronis. 



 

 

 

 

Kultur SMDT dengan berbagai stimulan merupakan metode yang sering digunakan dalam 

mempelajari respons imun. Umumnya kultur SMDT dilakukan untuk mempelajari respons dari sel 

T mengingat mayoritas sel dalam kultur SMDT yang didapatkan adalah sel limfosit T. Pada 

SMDT juga dapat ditemukan keberadaan sel B sehingga kultur SMDT juga dapat digunakan untuk 

mempelajari sel B terutama dalam sintesis antibodi.20 Hal ini juga didukung oleh adanya laporan 

mengenai komposisi dari suspensi SMDT yang terdiri dari 74,4 ± 2,0% sel limfosit T (48,1 ± 4,1% 

CD4+ dan 19 ± 2,9% CD8+), 7,5 ± 1,2% sel limfosit B, 16,1 ± 1,9% sel NK, dan 2,3 ± 0,4% sel 

monosit.21 Metode kultur SMDT ini juga telah digunakan untuk mempelajari sintesis sitokin 12–14,22 

dan anti-HBs.20,23,24 

Pada penelitian ini tidak ditemukan sintesis anti-HBs secara in vitro pada pasien hepatitis B kronis. 

Sebagai pembanding untuk membuktikan hal tersebut, dalam penelitian ini digunakan kultur 

SMDT yang berasal dari pasien hepatitis B yang mengalami resolusi infeksi yang ternyata dapat 

mensintesis anti-HBs secara in vitro. 

Kultur SMDT dari pasien hepatitis B kronis yang digunakan dalam penelitian ini 

merupakan kultur SMDT yang masih hidup dan dapat merespon terhadap stimulan. Hal itu dapat 

dilihat dari terbentuknya agregat sel pada semua kultur yang didapatkan dari masing-masing 

kelompok yang diberikan stimulan PHA dan PWM (data tidak ditampilkan). Agregat tersebut 

merupakan sel limfosit yang teraktivasi. PHA merupakan mitogen yang khusus menstimulasi sel 

limfosit T untuk bermitosis. Sementara PWM, selain dapat menstimulasi sel limfosit T, juga dapat 

memicu aktivasi dan proliferasi dari sel limfosit B.25 Sel SMDT tersebut berproliferasi sehingga 

membentuk klaster sel yaitu sel-sel yang berasal dari progenitor yang sama.26,27 Terbentuknya 

klaster sel pada kultur SMDT tersebut menunjukkan bahwa sel yang digunakan masih hidup dan 

dapat merespons terhadap mitogen yang digunakan. 

Selain kelompok pasien hepatitis B yang mengalami resolusi infeksi yang digunakan 

sebagai pembanding terhadap pasien hepatitis B kronis, dalam penelitian ini juga digunakan kultur 

SMDT yang berasal dari individu sehat yang berhasil divaksinasi untuk menunjukkan bahwa 

metode yang digunakan berjalan dengan baik. Dalam memilih subjek dari kelompok vaksinasi, 

tidak semua individu sehat yang mendapatkan vaksinasi hepatitis B dapat digunakan. Hal ini 

dikarenakan pada individu sehat yang mendapatkan vaksinasi tersebut terdapat 4-10% individu 

yang tidak merespons terhadap vaksinasi yang ditandai dengan kadar anti-HBs kurang dari 10 

mIU/mL pada darah individu tersebut meskipun telah menerima tiga kali vaksinasi hepatitis B.28 

Subjek yang digunakan sebagai kontrol dalam penelitian ini adalah individu yang merespons kuat 

terhadap vaksinasi hepatitis B. Hal tersebut ditandai dengan keberadaan kadar anti-HBs pada 

serum yang lebih dari 100 mIU/mL.13   

Sintesis anti-HBs secara in vitro membutuhkan keberadaan sel B spesifik penghasil anti-

HBs dan stimulan yang dapat mengaktivasi sel tersebut. Stimulan yang dapat digunakan adalah 

stimulan non-spesifik, seperti PWM ataupun virus Epstein Barr, ataupun antigen  yang bersifat 

spesifik.20,23,24,26,29–31  PWM merupakan mitogen untuk sel B yang bersifat poliklonal dan mitogen 

yang paling umum digunakan untuk mempelajari sekresi imunoglobulin.32 Penggunaannya dalam 

penelitian ini akan mengaktivasi seluruh sel B yang terdapat pada kultur SMDT. Aktivasi dari 

setiap sel B tersebut akan memicu proliferasi dan sintesis antibodi dari setiap sel B secara 

keseluruhan sehingga terjadi kenaikan kadar imunoglobulin total pada kultur SMDT tersebut.9,31 

Selanjutnya keberadaan anti-HBs dapat dideteksi pada supernatan dari kultur dengan 

menggunakan metode ELISA yang spesifik mengenali anti-HBs. 

Penggunaan HBsAg juga telah dilaporkan dalam menstimulasi sel B spesifik penghasil 

anti-HBs secara in vitro.23,31 Akan tetapi dalam penelitian pendahuluan yang dilakukan, 

penggunaan HBsAg dalam sintesis anti-HBs secara in vitro tidak memicu sintesis anti-HBs (data 

tidak ditampilkan). Hal ini dapat disebabkan oleh keberadaan sel imunosupresif, seperti sel NK 

dan monosit yang dapat menekan aktivasi sel B oleh antigen spesifik. Penggunaan LLME dapat 

mensensititasi SMDT yang digunakan untuk sintesis anti-HBs in vitro dengan cara mengeliminasi 

sel imunosupresif tersebut.27 

Kemampuan kelompok kronis dalam memproduksi antibodi telah dilaporkan oleh 

Dusheiko et al dan Barnaba et al. Pada kedua penelitian tersebut kemampuan hepatitis B kronis 

dalam memproduksi imunoglobulin juga telah ditunjukkan dengan meningkatnya kadar 

imunoglobulin total pada kultur SMDT dari pasien hepatitis B kronis yang distimulasi oleh PWM 

dan tidak adanya perbedaan kadar imunoglobulin total antara subjek sehat dan kronis.9,10 Selain 

itu, kemampuan pasien hepatitis B kronis dalam memproduksi antibodi juga dapat dilihat dari 

keberadaan anti-HBc dan anti-HBe pada kasus hepatitis B kronis, adanya kompleks imun antara 



 

 

 

 

anti-HBs dengan HBsAg pada pasien hepatitis B kronis7 dan anti-HBs pada kasus infeksi hepatitis 

B mutan yang dapat lolos dari anti-HBs.33 Hal ini menunjukkan bahwa pada pasien hepatitis B 

kronis tidak memiliki masalah disfungsi sel B secara umum melainkan lebih disebabkan oleh hal 

yang spesifik. 

Tidak terambilnya sel B spesifik penghasil anti-HBs sewaktu tahap pengambilan darah 

pada awal isolasi SMDT dapat mengakibatkan gagalnya sintesis anti-HBs in vitro. Shokrgozar dan 

Shokri melaporkan bahwa frekuensi sel B penghasil anti-HBs pada kultur SMDT dari individu 

yang sehat yang merespons kuat terhadap vaksin memiliki kisaran dari 1 sel B spesifik/387 sel B 

total sampai 1 sel B spesifik/44.460 sel B total.29 Hal tersebut menunjukkan tingginya variasi dari 

keberadaan sel B spesifik penghasil anti-HBs meskipun individu tersebut merespons kuat terhadap 

vaksinasi. Tingginya variasi tersebut juga menjadi alasan mengapa dalam penelitian ini SMDT 

yang didapatkan dari masing-masing kelompok dinyatakan dapat menghasilkan anti-HBs in vitro 

apabila salah satu dari kelima pengulangan kultur untuk mensintesis anti-HBs in vitro tersebut 

dapat menghasilkan anti-HBs.  

Sementara itu, frekuensi sel B spesifik penghasil anti-HBs yang rendah pada kelompok 

pasien hepatitis B kronis juga dilaporkan oleh Bocher et al. yang hanya mencapai rerata 3,7 ± 1,2 

sel penghasil anti-HBs untuk setiap 106 sel SMDT (data dari 7 subjek pasien kronis) dibandingkan 

dengan pasien hepatitis B akut yang memiliki rerata 168 ± 46 sel penghasil anti-HBs untuk setiap 

106 sel SMDT (data dari 6 pasien akut).17 Tingginya variasi keberadaan sel B dan rendahnya 

frekuensi sel B spesifik penghasil anti-HBs ini dapat mengakibatkan tidak terambilnya sel B 

tersebut dari darah subjek kronis pada tahap awal sebelum isolasi SMDT dilakukan.  

Respons dari sel T helper dan sel T sitotoksik yang kuat pada pasien hepatitis B yang 

mengalami resolusi infeksi dan lemah pada pasien yang mengalami persistensi infeksi VHB telah 

banyak dilaporkan.18,34–37 Akan tetapi, respons yang kuat tersebut lebih diasosiasikan terhadap 

HBcAg dan HBeAg dari VHB.34–38 Respons terhadap HBsAg pada kelompok pasien hepatitis B 

kronis dan kelompok resolusi infeksi juga telah dilaporkan. Akan tetapi pengukuran yang 

dilaporkan lebih mengarah pada analisis proliferasi sel SMDT terhadap stimulan yang digunakan. 

Bocher telah melaporkan bahwa pada kelompok kronis hanya mencapai stimulation index (SI) 0,9 

± 0,1 sementara pada kelompok resolusi infeksi dapat mencapai SI 2,0 ± 1,4 dalam merespons 

terhadap stimulan rHBsAg.30 Sedikit sekali informasi mengenai respons sitokin terhadap rHBsAg 

pada pasien hepatitis B kronis dan pasien hepatitis B yang mengalami resolusi infeksi.  

Pada penelitian ini tidak ditemukan perbedaan pola sintesis sitokin IL-10, IFN-gamma 

dan IL-2 di antara pasien hepatitis B kronis dan pasien hepatitis B yang mengalami resolusi 

infeksi. Sama seperti sebelumnya, individu sehat yang berhasil divaksinasi dan merespons kuat 

digunakan dalam penelitian ini untuk menunjukkan bahwa  metode yang digunakan berjalan 

dengan baik untuk sintesis IL-10, IFN-gamma dan IL-2. Hal ini dikarenakan SMDT dari individu 

yang gagal divaksinasi telah dilaporkan cenderung mensintesis sitokin lebih rendah daripada 

individu yang merespons kuat terhadap vaksinasi.12,13  

Seperti yang telah diutarakan sebelumnya bahwa respons terhadap rHBsAg dapat terlihat 

pada kenaikan IL-10 pada kelompok resolusi infeksi dan kronis. IL-10 merupakan sitokin yang 

berperan dalam regulasi respons inflamasi. Sitokin tersebut, selain disekresikan oleh sel Th2 juga 

diketahui diproduksi oleh makrofag, sel T regulator dan sel limfosit B. IL-10 telah ditunjukkan 

dapat menghambat respons imun seperti presentasi antigen, produksi sitokin dan aktivasi 

makrofag.39 Dalam menghambat produksi sitokin, sitokin ini bekerja dengan menghambat 

diferensiasi Th1 dengan menurunkan produksi sitokin yang berhubungan dengan Th1 seperti IL-12 

dan IFN-gamma dan cenderung mengarahkan respons imun menjadi Th2 dengan meningkatkan 

kadar sitokin IL-4, IL-5 dan IL-13.40 IL-10 selain berperan dalam mengarahkan diferensiasi sel T 

helper menjadi sel Th2 juga memiliki peran dalam aktivasi dan proliferasi dari sel B.26,40–42  

Pada penelitian ini, pasien hepatitis B yang mengalami resolusi infeksi cenderung untuk 

mensintesis sitokin IFN-gamma oleh stimulan rHBsAg lebih kuat jika dibandingkan dengan 

kelompok kronis. IFN-gamma, sitokin yang dapat dihasilkan oleh sel Th1, CD8+ dan sel NK, 

merupakan sitokin pro-inflamasi yang berperan dalam mengaktivasi makrofag untuk 

memfagositosis mikroba, memicu diferensiasi sel CD4+ naif menjadi Th1 dan menghambat 

diferensiasi sel Th2, memicu sel B untuk mengubah sintesis Ig menjadi IgG2 dan menstimulasi 

ekspresi molekul MHC kelas I dan II pada APC.40 Sitokin ini juga telah dilaporkan memiliki 

kemampuan dalam menghambat replikasi VHB tanpa memicu terjadinya lisis sel hepatosit dan 

menurunkan ekspresi dari protein-protein VHB.43,44 Tingginya respons dalam mensintesis IFN-

gamma pada kelompok yang telah mengalami resolusi infeksi sudah banyak dilaporkan. 



 

 

 

 

Kurangnya jumlah subjek penelitian dapat menyebabkan analisis statistik dalam penelitian ini 

menjadi tidak signifikan. 

Pada individu dengan resolusi infeksi VHB umumnya dapat ditemukan respons CD4 dan 

CD8 yang multispesifik dan kuat disertai keberadaan sitokin-sitokin Th1 yang dominan pada 

darahnya.18 Salah satu sitokin dari Th1 tersebut adalah IFN-gamma. Peranan IFN-gamma dalam 

infeksi virus hepatitis nampak pada penelitian yang dilakukan oleh Menne et al. dengan 

menggunakan hewan coba. Pada penelitan tersebut, resolusi infeksi dari infeksi Woodchuck 

Hepatitis Virus (WHV) umumnya didahului dengan ekspresi IFN-gamma dan TNF-α yang tinggi. 

Sementara pada hewan coba yang tidak mampu mengekspresikan IFN-gamma dan TNF-α yang 

tinggi akan mengakibatkan persistensi infeksi. Hal yang sama juga telah dilaporkan dalam pada 

proses kesembuhan dari infeksi hepatitis C pada manusia.18 IFN-gamma telah dilaporkan memiliki 

fungsi sebagai antiviral dan dapat menjadi mediator untuk pemanggilan sel-sel yang berperan 

dalam inflamasi pada hepatosit.45 Sitokin tersebut juga telah dilaporkan bahwa sitokin tersebut 

dapat meningkatkan produksi anti-HBs.17  

Perlu diingat bahwa respon sitokin terhadap rHBsAg sangat bervariasi.12–14 Respons 

sitokin terhadap rHBsAg yang telah dilaporkan meliputi kecenderungan untuk sintesis sitokin dari 

Th1,46 kecenderungan untuk sintesis sitokin dari Th2,13 ataupun sintesis dari kedua sitokin.17 

Meskipun demikian Larsen et al. menyebutkan bahwa respons terhadap HBsAg tersebut lebih 

dipengaruhi oleh subjeknya.14 Hipotesis tersebut juga didukung oleh penemuan dari Jafarzadeh 

dan Shokri yang melaporkan bahwa respons imun terhadap HBsAg dipengaruhi oleh HLA. Pada 

penelitian tersebut dilaporkan bahwa sekresi sitokin dari Th1 (IFN-γ) dan Th2 (IL-4, IL-10) 

mengalami penurunan pada subjek yang mengekspresikan HLA-DR7 dibandingkan dengan yang 

tidak mengekspresikan DR7. Subjek dengan HLA DR3+ lebih lemah dalam mensekresikan sitokin 

Th2 dan subjek dengan HLA B8+ dan A9+ lebih cenderung mensekresikan sitokin Th1 daripada 

Th2.22 Mengingat subjek yang digunakan berasal dari famili dan etnis yang berbeda, HLA dari 

setiap subjek tersebut juga akan berbeda.  

Pada kelompok kultur yang dapat mensintesis anti-HBs secara in vitro memiliki 

perbedaan kemampuan sintesis IL-2 dengan kultur SMDT yang tidak mensintesis anti-HBs. 

Mengingat bahwa dalam penelitian ini kadar anti-HBs in vitro dapat merepresentasikan jumlah sel 

B spesifik penghasil anti-HBs, tingginya kadar IL-2 dapat diasosiasikan dengan jumlah sel B 

spesifik tersebut. IL-2 merupakan sitokin yang berperan dalam kelangsungan hidup, proliferasi dan 

diferensiasi dari sel T yang teraktivasi oleh antigen,40 proliferasi dan diferensiasi dari sel NK,47 dan 

juga berperan dalam sel B sebagai faktor pertumbuhan dan stimulan untuk sintesis antibodi.40 

Sitokin ini telah dilaporkan berasosiasi dengan kegagalan vaksinasi hepatitis B dan sintesis 

antibodi secara in vitro.40 Hubungan antara anti-HBs dengan sitokin IL-2 juga telah dilaporkan 

oleh Velu et al. yang menunjukkan adanya korelasi positif antara kadar anti-HBs dan IL-2.13  

Pola korelasi sitokin dengan kadar anti-HBs in vitro dipengaruhi oleh status dari subjek. 

Hal ini nampak pada perbedaan pola korelasi sitokin dengan kadar anti-HBs in vitro pada 

kelompok vaksinasi dengan kelompok kronis dan resolusi infeksi. Hubungan antara sitokin IL-2 

dengan sintesis anti-HBs in vitro hanya dapat ditemukan pada kelompok individu yang berhasil 

divaksinasi sementara pada kelompok pasien hepatitis B kronis dan kelompok pasien hepatitis B 

yang mengalami resolusi infeksi tidak ditemukan adanya hubungan yang bermakna.  

Perbedaan respons antara kelompok resolusi infeksi dan kronis dengan kelompok 

vaksinasi dapat disebabkan oleh perbedaan pengenalan epitop dari antigen yang diberikan oleh 

reseptor sel T yang terdapat pada kelompok resolusi infeksi dan kelompok kronis. Kelompok 

resolusi infeksi dan kronis terdiri dari individu yang terpajan oleh VHB sementara kelompok 

vaksinasi terdiri dari individu yang terpajan oleh rHBsAg. rHBsAg yang digunakan dalam 

penelitian ini merupakan rHBsAg yang digunakan sebagai vaksin untuk individu sehat sehingga 

sel T memori yang terbentuk sewaktu pajanan awal akan memiliki epitop yang sama dengan epitop 

rHBsAg yang digunakan sebagai stimulan dalam penelitian ini. Pada kelompok resolusi infeksi 

dan kronis, perbedaan pajanan tersebut dapat mengakibatkan perbedaan pengenalan epitop 

terhadap rHBsAg yang digunakan sebagai stimulan. Perbedaan respons terhadap antigen virus 

dengan rHBsAg pada kelompok yang mengalami resolusi infeksi dari infeksi dari VHB telah 

dilaporkan dengan adanya perbedaan proliferasi SMDT dari kelompok tersebut terhadap HBsAg 

rekombinan (SI 2.0 ± 1.4) dibandingkan dengan HBsAg yang dipurifikasi dari plasma pasien 

hepatitis B kronis (SI 6.6 ± 10.7).30  

Pada penelitian ini tidak ditemukan perbedaan respons sitokin terhadap rHBsAg antara 

pasien hepatitis B yang mengalami resolusi infeksi dan pasien hepatitis B kronis yang signifikan. 



 

 

 

 

Perbedaan paling utama yang ditemukan pada penelitian ini adalah keberadaan anti-HBs secara in 

vivo ataupun in vitro pada pasien yang mengalami resolusi infeksi, sementara pada kelompok 

kronis tidak ditemukan anti-HBs. Anti-HBs, yang merupakan penanda resolusi dari infeksi VHB, 

memiliki peranan dalam netralisasi VHB dan perlindungan dari infeksi ataupun reinfeksi VHB.48  

Dalam siklus hidup VHB, virion VHB dan HBsAg disekresikan dalam jumlah yang yang 

tinggi.3 Tingginya virion dan HBsAg dapat memicu terjadinya T cell exhaustion yang 

mengakibatkan kehilangan fungsi dari limfosit T.49 Pada kondisi tersebut, anti-HBs berfungsi 

dalam menurunkan jumlah virion dan HBsAg yang bersikulasi dalam darah dengan membentuk 

kompleks imun dan inisiasi eliminasi virion.48 Pentingnya peranan anti-HBs tersebut nampak pada 

penelitian yang dilakukan Bocher et al. yang menunjukkan respons sel B spesifik penghasil anti-

HBs yang kuat pada individu yang berada pada fase akut umumnya diasosiasikan dengan resolusi 

infeksi, sementara pada individu yang tidak menunjukkan hal tersebut memiliki kemungkinan 

yang tinggi untuk terjadi persistensi VHB.17 Peranan anti-HBs tersebut juga didukung oleh 

terjadinya reaktivasi VHB setelah dilakukan eliminasi sel B spesifik HBsAg dengan pemberian 

anti-CD20 pada pasien yang telah mengalami resolusi infeksi.50 

 

Kesimpulan 

 

Sintesis anti-HBs secara in vitro tidak ditemukan pada SMDT yang berasal dari pasien 

hepatitis B kronis.Pasien hepatitis B yang mengalami resolusi infeksi tidak memiliki perbedaan 

pola sitokin dengan pasien hepatitis B kronis. Hubungan antara sintesis anti-HBs in vitro dengan 

respons sitokin IL-2 dapat ditemukan pada penelitian ini. Akan tetapi korelasi antara keduanya 

hanya dapat ditemukan pada individu sehat yang berhasil divaksinasi. 
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