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ABSTRACT

DETECTION OF HGV RNA BASED ON NS3 GENOME AMONG THALASSEMIA
PATIENTS BY PCR

Hepatitis G Virus (HGV) are positive, single stranded RNA, as are those of members
of Flaviviridae. HGV has been reported as an etiologic agent of post transfusion viral
hepatitis. Infection with HGV can be diagnosed by RNA detection by PCR with
nested primers deduced from the nonstructural-3 (NS3) region.

Thalassemia patients is a high risk group patients infected with HGV because
usually they need multiple transfusions.

In this study we determined HGV RNA by using PCR technique from 10
Thalassemia patients sera. HGV RNA was detected in 5 of 10 (50%) sera from
Thalassemia patients. The result of this study seems higher compared with the
results from other researchers; it might be caused by the sample size of this study is
not quiet enough. Further investigations is needed to investigate the real prevalence

of HGV RNA infections among Thalassemia patients.
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PENDAHULUAN

Walaupun telah banyak dikemukakan bahwa Virus Hepatitis C (VHC)
adalah penyebab utama hepatitis pasca transfusi maupun hepatitis karena
virus Non-A, Non-B di dunia, namun masih diperlukan penelitian lebih
lanjut, mengingat kemungkinan adanya virus-virus penyebab hepatitis
selain virus hepatitis A, B, C, D dan E. Baru-baru ini, 2 kelompok studi vang
berbeda berhasil mengidentifikasi virus baru penyebab hepatitis, yaitu virus
GB tipe C (GBV-C) dan Virus Hepatitis G (VHG). Kedua virus ini diperoleh
dari penderita hepatitis yang disebabkan karena virus. Analisis sekuens
kedua virus ini menunjukkan bahwa kedua virus ini merupakan isolat yang
berbeda dari virus yang sama. Untuk selanjutnya, virus ini disebut VHG.
(Leary ct al., 1996; Linnen ¢t al., 1996).

VHG termasuk famili Flaviviridae, merupakan suatu virus RNA yang utas
positf dengan panjang nukleotida sekitar 9400 basa dan mempunyai daerah
Opeit Reading Frame (ORF) yang mengkode suatu poliprotein yang terdiri
dari sekitar 2900 asam amino. Struktur genoma VHG sebagaimana virus
famili Flaviviridae lainnya, terdiri dari 5UTR, gen-gen yang mengkode
protein-protein struktural dan nonstruktural serta 3’UTR, namun daerah
gen yang mengkode daerah protein core dari VHG hampir tidak didapatkan.
(Feucht et al., 1997; Linnen ct al., 1996).

Tidak seperti VHC yang mempunyai daerah 5'UTR yang conserved, 5'UTR
dari VHG tidaklah terlalu conserved. Pada daerah NS3 VHG didapatkan
daerah yang conserved, sehingga sangat baik untuk dipilih sebagai primer.
Primer-primer ini kemudian dapat digunakan untuk mengamplifikasi
rangkaian nukleotida virus VHG, dalam usaha mendeteksi keberadaan
RNA virus tersebut di dalam darah. (Feucht ¢t al., 1997; Linnen et al., 1996).

Adanya RNA VHG menandakan bahwa infeksi VHG sedang aktif pada
penderita. Amplifikasi asam nukleat virus dengan PCR merupakan metode
yang sangat sensitif dan tidak tergantung antigen-antibodi untuk
mendeteksi adanya infeksi virus yang sedang berlangsung. Hasil
pemeriksaan PCR yang positif merupakan petunjuk yang kuat dari
produksi virus yang sedang aktif dalam tubuh. Dikemukakan bahwa
dengan Reverse Transcription dan amplifikasi cDNA VHG dengan metoda
PCR, RNA VHG dalam serum sudah dapat dideteksi lebih dini. Jadi deteksi
RNA VHG masih tetap merupakan pilihan untuk mendeteksi adanya
infeksi VHG yang sedang berlangsung, mengingat kit komersial untuk
deteksi anti-VHG belum beredar di pasaran.
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Seperti halnya VHC, VHG terutama ditularkan secara parenteral melalui
transfusi darah dan komponen darah, pemakaian jarum suntik atau alat
yang tercemar VHG. Selain itu VHG juga ditularkan secara sporadik. Untuk
golongan yang mempunyai risiko tinggi tertular VHG adalah mereka yang
menerima transfusi darah dan komponen darah berulang kali, penderita
yang sedang menjalani hemodialisis, penderita yang sering mendapatkan
suntikan obat-obatan secara intra vena dan petugas kesehatan yang banyak
berhubungan dengan darah. (Feucht et al., 1997; Linnen et al., 1996).

Infeksi VHG pada penderita hepatitis dapat bersama-sama virus hepatitis
yang lain. Tingkat keparahan hepatitis yang terjadi akibat infeksi VHG
masih kontroversial. Hasil penelitian sebagian peneliti menyebutkan bahwa
VHG dapat menyebabkan infeksi hepatitis yang berat/fulminant dan
peneliti lainnya mengemukakan bahwa VHG tidak memperberat perjalanan
penyakit hepatitis. Sampai saat ini peran VHG dalam memperberat perjalan
penyakit hepatits masih diperdebatkan. (Yoshiba et al., 1995).

Thalasemia merupakan suatu kelainan genetik yang paling banyak
dijumpai di Indonesia, dengan gejala anemia ringan sampai berat dan
sampai sekarang belum dapat diterapi kausal selain dengan transfusi darah.
Maka penderita thalasemia merupakan kelompok dengan risiko tinggi
untuk tertular VHG (Notopuro, 2000).

Penelitian isolasi VHG dengan PCR pada donor darah dan penderita
penyakit hati telah membuktikan adanya virus ini di Indonesia. (Handajani
dkk, 1994/1995 dan 1995/19966) Mengingat thalasemia merupakan suatu
kelainan genetik yang paling banyak dijumpai di Indonesia dan sampai
sekarang belum dapat diterapi kausal selain dengan transfusi darah,
sedangkan penelitian dengan deteksi viremia VHG dengan PCR pada
penderita thalasemia belum pernah dilakukan, maka dirasakan perlu
melakukan deteksi viremia VHG pada penderita thalasemia.

Hasil penelitian ini diharapkan dapat dimanfaatkan untuk pertimbangan
lebih lanjut dalam upaya pencegahan dan pengendalian penularan infeksi
VHG pada pengelolaan penderita thalasemia mupun dari sudut pandang
kondisi viremia VHG pada penderita thalasemia yang merupakan sumber
penularan di dalam keluarga perlu diwaspadai.

Tujuan penelitian ini adalah untuk melakukan deteksi viremia Virus
Hepatitis G (VHG) pada penderita thalasentia, mengingat deteksi viremia
VHG pada penderita thalasemia belum pernah dilakukan di Indonesia pada
umumnva dan di Surabaya pada khususnya.
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METODE PENELITIAN

Penelititan ini merupakan Cross sectional study. Sampel darah diambil dari 10
penderita dengan diagnosis thalasemia B yang berobat di Poliklinik Ilmu
Kesehatan Anak RSUD Dr. Soetomo Surabaya. Diagnosis dilakukan oleh
dokter ahli ilmu kesehatan anak _yang bertugas di poh klinik rumah sakit
tersebut.

Contoh darah yang telah diambil, ditempatkan dalam tabung pemusing
untuk mendapatkan serumnya. Serum yang telah dipisah, dipindahkan ke
dalam tabung Eppendorf steril ukuran 1,5 ml secara steril pula dan
disimpan pada -80° C sampai saat pemeriksaan RNA VHG dilakukan.

RNA VHG diperiksa dengan teknik PCR. Pemeriksaan PCR di sini

berdasarkan pada regio NS3 dari genoma VHG oleh karena regio NS3

merupakan regio yang conserved dari VHG. Adanya RNA VHG dalam
serum dapat dideteksi dengan reaksi reverse transcription yang dilanjutkan
dengan nested PCR dengan tahap-tahap reaksi:

1. Ekstraksi RNA VHG dari serum: RNA VHG diekstraksi dari serum dengan
menggunakan larutan Trizol yang mengandung phenol Dalam proses
ekstraksi ini juga digunakan kloroform, larutan 3 M sodium asetat (pH
5,2), etanol dan akuades;

2. Sintesis ¢DNA dari RNA VHG: pada RNA VHG dilakukan reverse
transcription menjadi complementary DNA (cDNA). Dalam proses ini
digunakan campuran dari: a) larutan dapar Reverse Transcription 10 X;
b) ensim Ribonuklease Inhibitor; c) ensim Reverse Transcriptase; d)
larutan dNTPs; e) Random primer (heksamer). Sebelum dicampur
dengan campuran tersebut di atas, larutan RNA diinkubasikan 65°C
selama 3 menit, sesudah dicampur, diinkubasi lagi 42°C selama 60 menit.

3. Reaksi amplifikasi dengan PCR: untuk reaksi amplifikasi cDNA VHG ini,
dilakukan nested PCR tahap I dan tahap II, digunakan: a) larutan dapar
Tth 10 X; b) ensim Tth DNA Polymerase; c) larutan dNTPs; d) primer
GB1 (sense; 5'-ATCCCCTTTTATGGGCATGG-3") pada nukleotida 4269 -
4288 dan GB2 (antisense; 5-TCTTTGATGAT GGAACTGTC-3") pada
nukleotida 4416 - 4435 untuk PCR I; e) primer. GB3 (sense; 5'-
CATTCCAAGGCGGAGTGCGA-3') pada nukleotida 4335 - 4354 dan
GB4 (antisense; 5'- TCTTTACCCC TATAATAGGC-3") pada nukleotida
4398 - 4417 untuk PCRIL
Urutan primer GB1, GB2, GB3 dan GB4 (Katayama et al.,, 1997) diambil
dari daerah genoma NS3 VHG yang sangat conserved, sehingga dapat
diharapkan tingkat keberhasilan PCR yang tinggi. PCR tahap I dan II
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masing-masing dikerjakan sebanyak 35 siklus dan digunakan suhu: a)
94° C untuk denaturasi, T menit; b) 45° C untuk annealing, 1,5 menit; dan
¢) 72° C untuk ekstensi, 2 menit.

4. Elektroforesis agar: pada hasil amplifikasi cDNA dari RNA VHG
dilakukan elektroforesis dengan menggunakan agarosa 3% dalam
larutan dapar TBE 0,5 X yang mengandung ethidium bromide. cDNA
VHG dari sampel-sampel, kontrol negatif (digunakan akuades), kontrol
positif serta marka (& x 174)/Hae III digest) yang sudah diseparasi dapat
dilihat di bawah sinar ultraviolet.

5. Pembuatan foto dari hasil gel elektroforesis: untuk dokumentasi hasil
elektroforesis, dilakukan pengambilan foto dengan menggunakan
Polaroid Polapan 3200 B.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Saat ini deteksi infeksi VHG dapat dilakukan dengan teknik PCR untuk
mendeteksi RNA VHG dan belum ada pemeriksaan serologik untuk deteksi
antibodi anti-VHG yang memuaskan karena infeksi VHG tidak
menunjukkan respon imun yang konsisten. Pemilihan penderita Thalasemia
sebagai kelompok sampel dalam penelitian ini adalah karena penderita
Thalasemia merupakan salah satu kelompok yang dalam kaitan dengan
penyakitnya membutuhkan transfusi darah berulang sehingga tergolong
kelompok yang mempunyai risiko tinggi untuk tertular VHG.

Dari hasil penelitian tentang deteksi virus hepatitis G dari daerah genoma
NS3 pada penderita Thalasemia ini didapatkan 5 dari 10 sampel serum
memberikan hasil pemeriksaan RNA VHG yang positif.

Hasil yang didapatkan ini berbeda dengan penelitian tentang prevalensi
RNA VHG pada penderita Thalasemia yang dilakukan oleh beberapa
peneliti di luar negeri. Zemel et al., (1998), mendapatkan prevalensi sebesar
19,4% dan Yu et al, (2000) sebesar 27%. Prevalensi infeksi VHG yang
dihasilkan oleh para peneliti lain pada populasi yang berbeda juga
memberikan hasil yang lebih rendah. Alter et al, (1997)) mendapatkan
prevalensi RNA VHG pada 7 dari 500 (1,4%) donor darah, Wu et al., (1997)
sebanyak 1 dari 50 (2%) donor darah, Stark et al., (1996) sebesar 2% donor
darah dan Linnen et al., (1996) sebesar 3 dari 779 (1,7%) donor darah.
Peneliti lain yaitu Loiseau et al., (1997) mendeteksi RNA VHG pada 21 dari
500 (4,2%) donor darah dan 21 dari 196 (10,7%) pada penderita yang tidak
mempunyai gangguan imunitas yang mendapatkan transfusi berulang.
Sedangkan Feucht et al., (1997) mendapatkan prevalensi RNA VHG sebesar
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12 dari 57 (21,1%) pada penerima transfusi darah. Sebagian besar penderita
yang terinfeksi oleh VHG menunjukkan kadar ALT yang normal.

1234567891011 1213

82 pb =2

Gambar 1. Hasil elektroforesis produk PCR dari RNA VHG pada penderita
Thalasemia. 1: marka (¢ x 174 / Hae III digest); 2 : kontrol negatif; 3 :
kontrol positif; 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13: sampel, hasil yang positif
ditunjukkan dengan pita yang sejajar dengan kontrol positif (82 pb).

Tampak bahwa angka yang didapat pada penelitian ini dibandingkan
dengan data-data yang tersebut di atas jauh lebih besar (50%). Hal ini belum
dapat dikatakan menunjukkan prevalensi RNA VHG pada penderita
Thalasemia mengingat kecilnya jumlah sampel dalam penelitian ini. Untuk
mendapatkan prevalensi RNA VHG yang lebih akurat pada penderita
Thalasemia diperlukan penelitian lebih lanjut yang melibatkan sampel
dalam jumlah yang lebih banyak.

SIMPULAN DAN SARAN

Dari hasil penelitian Deteksi Virus Hepatitis G berdasar daerah Genom NS3
pada penderita Thalasemia sebagai kelompok individu dengan risiko tinggi
tertular infeksi VHG didapatkan hasil 5 dari 10 (50%) penderita Thalasemia
terinfeksi oleh VHG.

Untuk mengetahui prevalensi RNA VHG pada penderita Thalasemia
diusulkan untuk dilakukan penelitian lebih lanjut dengan melibatkan
jumlah sampel yang lebih banyak. Mengingat ditemukannya RNA VHG
pada penderita Thalasemia yang cukup tinggi pada penelitian ini, maka
perlu dilakukan upaya-upaya untuk mencegah penularan VHG melalui
transfusi darah yang antara lain dapat dilakukan skrining RNA VHG pada
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donor darah. Namun kendala yang dihadapi sampai saat ini adalah belum
adanya pemeriksaan serologis untuk deteksi antibodi anti-VHG yang
merupakan parameter bahwa seseorang pernah terpapar oleh VHG. Perlu
dikembangkan pemeriksaan VHG secara serologik sebab pemeriksaan RNA
VHG dengan teknik PCR memerlukan dana yang cukup besar yang tidak
mungkin dilaksanakan untuk skrining masal.
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