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BAB I
PENDAHULUAN

A. Latar Belakang

Proses ekstraksi DNA melibatkan pelepasan materi genetik dari inti sel
untuk memperolen DNA murni yang terpisah dari cairan seluler dan protein
lainnya. Tahapan pertama adalah lisis, yaitu pemecahan sel sehingga DNA/RNA
dapat terilisi keluar. Selanjutnya, dilakukan pengikatan (binding) proses pengikatan
DNA/RNA sehingga dapat terpisah dari protein dan materi pengotor lainnya. Setelah
itu, materi genetik menjalani tahap pencucian (washing) tahapan pencucian materi
genetik DNA/RNA agar terpurifikasi. Terakhir, pada tahap elusi, Tahapan resuspensi
dengan penambahan larutan buffer sebagai pelarut dari materi DNA/RNA (Shin,
2021). Teknik pemurnian senyawa yang telah diekstraksi disebut dengan isolasi
(Marjoni;, 2022).

Proses isolasi DNA vyang ideal harus mampu menghasilkan DNA
berkualitas tinggi, baik dari segi kuantitas maupun kemurnian, bebas dari
kontaminasi seperti RNA dan protein (Gupta, 2019). Isolat DNA perlu dilakukan
pengujian konsentrasi maupun kemurniannya. Pengujian DNA hasil isolasi dapat
dilakukan melalui analisis kualitatif dan kuantitatif. Analisis kualitatif dilakukan
menggunakan teknik elektroforesis pada gel agarosa, dan mengukur rasio
A260/A280 menggunakan spektrofotometer UV (Meli, 2015). Menurut Himatyar
dalam Mollah et al., (2022), kuantifikasi DNA dilakukan dengan
Spektrofotometri UV-Vis: Untuk memperoleh estimasi konsentrasi DNA yang
lebih akurat, nilai absorbansi pada panjang gelombang 260 nm (A260) umumnya

dikoreksi terhadap kontribusi absorbansi non-spesifik, seperti kekeruhan, yang



diukur pada panjang gelombang 320 nm (A320). Persamaan umum yang
digunakan adalah: konsentrasi DNA (ng/pL) = (A260 - A320) x faktor konversi x
faktor pengenceran. Faktor konversi untuk dsDNA: 50 ng/uL. Pengujian
kemurnian dan konsentrasi DNA bertujuan untuk mengetahui nilai kemurnian dan
konsentrasi DNA hasil ekstraksi.

DNA vyang telah diekstraksi harus disimpan dalam kondisi yang
stabilitasnya terjamin untuk analisis lebih lanjut. Tindakan pembekuan dan
pencairan larutan DNA secara berulang harus dipertimbangkan (BSN, 2024). Pada
kondisi yang mengharuskan isolat DNA dianalilsis dalam periode waktu yang
berbeda, maka perlu dibuat aliquot sesuai kebutuhan pemeriksaan. Untuk
penyimpanan jangka panjang, DNA dapat disimpan pada suhu -80°C atau
direndam dalam nitrogen cair. Perlakuan ini dilakukan untuk mencegah degradasi
asam nukleat pada DNA (Regina, 2022), isolat DNA stabil sampai 5 tahun
(Adhiyanto et al., 2020).

Dalam proses penyimpanan dan transportasi sampel biologis untuk analisis
DNA terdapat beberapa media yang bisa digunakan, diantaranya menggunakan
tabung EDTA 2-5 ml atau pada Kartu FTA (konsep dried). Penyimpanan
dilakukan dalam termos atau kotak thermocol berisi es/pendingin dan segera
dibawa ke laboratorium dalam waktu 24-48 jam (Rujito, 2024). Kelemahan dari
penggunaan tabung EDTA ini masih harus menggunakan pendingin dan tidak
direkomendasikan dikirim pada suhu ruang. Selain itu, transport sampel DNA
dapat dilakukan menggunakan DNA Shield, DNA/RNA Shield merupakan larutan
yang beperan sebagai media transportasi dan penyimpanan DNA/RNA untuk

menjaga integritas dan ekspresi gen di dalam sampel pada suhu ruang dan



menginaktivasi agen infeksius seperti virus, bakteri, fungi, dan parasit (Mufidah et
al., 2024). Lama stabilitas penggunaan DNA Shield relatif berdasarkan suhu, pada
suhu 35-40°C stabil hingga waktu 7 hari (Nagel, 2025). Meskipun efektif, DNA
shield memiliki keterbatasan berupa biaya yang relatif tinggi dan ketersediaan
yang terbatas.

Alternatif medium transport DNA dengan konsep dried diperlukan sebagai
alternatif yang lebih efektif dan aksesible, studi ini juga didukung secara teoritis.
Konsep dried lebih umum dengan istilah Dried blood spot (DBS), yang
dikenalkan oleh Dr.Robert Guthrie pada tahun 1963 sebagai bahan sampel
biologis. Seiring berjalannya waktu berbagai aplikasi baru dan inovatif Dried
blood spot (DBS) muncul, hingga saat ini Dried blood spot (DBS) digunakan juga
untuk analisis molekuler (Gruner et al., 2015). (Kumar et al., 2019) melakukan
proses isolasi DNA dari kertas Whatman untuk penelitian penyakit epidemik
menghasilkan konsentrasi DNA dalam rentang 64,8-720 ng/pL. DNA yang
diperoleh memiliki kualitas yang memadai dan dapat digunakan untuk analisis
lanjutan, seperti PCR. Meskipun sudah berhasil, namun terdapat rentang yang
cukup jauh dari hasil konsentrasi DNA yang didapatkan. Maka dari itu, diperlukan
optimasi terhadap metode DBS.

Penelitian terdahulu oleh (Choi et al., 2014), Pada hasil analisis sSSDNA
dari sampel darah kering (DBS) menunjukkan adanya perbedaan yang signifikan
antara sampel yang disimpan pada suhu -80°C selama 2 dan 4 minggu. Terdapat
penurunan sebesar 8% pada hasil sSDNA pada periode penyimpanan yang lebih
lama. Sebaliknya, sampel DBS yang disimpan pada suhu kamar selama periode

yang sama hanya menunjukkan perbedaan sebesar 1%. Temuan ini



mengindikasikan bahwa penyimpanan DBS pada suhu kamar justru memberikan
stabilitas yang lebih baik untuk analisis ssDNA dibandingkan dengan
penyimpanan pada suhu sangat rendah (-80°C). Berdasarkan penelitian terdahulu,
sudah banyak penelitian yang dilakukan dalam mengoptimasi proses isolasi DNA
dari sampel DBS, namun belum ada penelitian yang mengoptimasi metode DBS
sebelum diisolasi.

Meskipun DBS stabil dalam mempertahankan konsentrasi DNA pada suhu
ruang. Namun hasil konsentrasi masih perlu dioptimasi. Maka dari itu, modifikasi
metode pada DBS perlu dilakukan hidrasi dengan pemberian Buffer Tris-EDTA
sebagai medium perlindungan untuk isolat DNA selama transportasi pada suhu
kamar. Menurut Sudarsono (dalam Triani, 2020), Buffer TE digunakan untuk
melarutkan DNA yang telah diisolasi sekaligus melindunginya agar tetap stabil
dan tidak mudah rusak. Komponen EDTA di dalam buffer ini bertindak sebagai
senyawa pengkelat yang mampu mengikat ion magnesium. lon magnesium
tersebut merupakan kofaktor penting bagi enzim nuklease, sehingga dengan
mengikatnya, aktivitas enzim yang dapat merusak DNA dapat dicegah. Pada
penelitian (Choi et al., 2014), analisis menunjukkan bahwa penggunaan buffer TE
menghasilkan konsentrasi DNA yang lebih tinggi sekitar 5% dibandingkan
dengan buffer PBS. Oleh karena itu, buffer TE dapat dianggap sebagai pilihan
yang lebih baik untuk mengoptimalkan hasil isolasi DNA. Sehingga, hasil
modifikasi DBS dengan hidrasi buffer TE ini sebagai alternatif untuk

mendapatkan isolat DNA dengan konsentrasi yang lebih tinggi.



Berdasarkan uraian latar belakang di atas, maka dari itu peneliti tertarik
untuk melakukan penelitian dengan judul “Modifikasi Metode Dried Blood Spot
(DBS) dengan Hidrasi Buffer Tris-EDTA sebagai Medium Transport Sampel

Analisis DNA”.

B. Rumusan Masalah
Bagaimana efektivitas modifikasi metode Dried blood spot (DBS) dengan
hidrasi buffer Tris-EDTA sebagai alternatif dalam transportasi sampel untuk
analisis DNA?
C. Pertanyaan Penelitian
1. Bagaimana distribusi statistik desktriptif konsentrasi dan kemurnian DNA
dari sampel dried blood spot (DBS) dengan dan tanpa modifikasi hidrasi
buffer TE pada suhu ruang?
2. Bagaimana efektivitas dried blood spot (DBS) dengan modifikasi hidrasi
buffer TE pada suhu ruang terhadap konsentrasi DNA?
3. Bagaimana efektivitas dried blood spot (DBS) dengan modifikasi hidrasi

buffer TE pada suhu ruang terhadap kemurnian DNA?

D. Tujuan Penelitian
1. Tujuan Umum

Untuk mengetahui efektivitas medium dried blood spot (DBS) modifikasi
hidrasi buffer TE pada suhu ruang dalam menjaga stabilitas DNA selama proses

pengiriman untuk analisis molekuler.



2. Tujuan Khusus
1. Diketahui distribusi statistik desktriptif konsentrasi dan kemurnian DNA
dari sampel dried blood spot (DBS) dengan dan tanpa modifikasi hidrasi
buffer TE pada suhu ruang.
2. Diketahui efektivitas dried blood spot (DBS) dengan modifikasi hidrasi
buffer TE pada suhu ruang terhadap konsentrasi DNA.
3. Diketahui efektivitas dried blood spot (DBS) dengan modifikasi hidrasi

buffer TE pada suhu ruang terhadap kemurnian DNA.

E. Manfaat Penelitian
1. Secara Teoritis

Hasil penelitian ini diharapkan dapat menjadi referensi ilmiah yang
bermanfaat untuk memperkaya literatur biologi molekuler, khususnya terkait
medium transport alternatif yang aksesible dan efektif dalam menjaga konsentrasi
DNA selama proses penyimpanan dan transportasi.
2. Secara Aplikatif

1. Bagi Masyarakat

Mendukung peningkatan akses terhadap layanan diagnostik molekuler di
wilayah dengan teknologi terbatas dan kebutuhan mobilisasi dalam proses
pemeriksaan, dengan menyediakan metode transportasi sampel DNA yang lebih

sederhana dan terjangkau.



2. Bagi Instansi Pendidian
Dapat dijadikan bahan referensi dan pengetahuan khususnya pada mata
kuliah Biologi Molekuler di Politeknik Kesehatan Palembang jurusan Teknologi
Laboratorium.
3. Bagi Peneliti Selanjutnya
Penelitian ini menjadi dasar bagi pengembangan metode yang lebih maju
untuk penyimpanan dan transportasi sampel DNA, serta membuka peluang
eksplorasi lebih lanjut mengenai aplikasi kertas saring dalam berbagai jenis

sampel dan kondisi lingkungan.

F. Ruang Lingkup Penelitian

Penelitian ini mencakup bidang Biologi Molekuler yang bertujuan untuk
mengetahui efektivitas medium transport dried blood spot (DBS) modifikasi
hidrasi buffer TE pada suhu ruang dalam menjaga stabilitas DNA selama proses
pengiriman untuk analisis molekuler. Jenis penelitian ini bersifat eksperimen
murni. Lokasi penelitian dilakukan di Laboratorium Bioteknologi Fakultas
Kedokteran Universitas Sriwijaya pada bulan Maret-April 2025. Sampel yang
digunakan terdiri atas metode eksperiemen dengan darah yang dikeringkan
menggunakan kertas saring hidrasi buffer TE dan metode kontrol dengan darah
yang dikeringkan menggunakan kertas saring tanpa hidrasi buffer TE. Teknik
pengambilan sampel yang akan digunakan pada penelitian ini adalah random

sampling.
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