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Dokumentasi Pendlitian

Siapkan alat dan bahan Buat lingkarang dengan  Potong kertas ke cetakan
yang akan digunakan. menggunakan jangkat+  (plastik) untuk membuat
2cm. lingkaran.

Potong kertas saring Whole blood diteteskan Tunggu kertas saring

membentuk lingkarang ke kertas saring whatman hingga mengering.
dengan menggunakan no.3 sebanyak 100 pl.
cetakan yang sudah
dibuat.

Kertas saring dimasukkan Masukkan plastik ziplock — Sterilisasi alat dan bahan
kedalam plastik ziplock kedalam box dan beri yang akan digunakan.
yang sudah diberi silica label pada masing-

gel. masing box.



Potong kertas saring yang  Tambahkan larutan PBS Diamkan kertas saring

sudah kering, kemudian sebanyak 1000 pl selama 1 jam pada suhu
masukkan ke dalam kedalam tabung reaksi. ruang.
tabung reaksi.

—y 4 .
Homogenkan dengan Buang kertas saring dan Centrifuge selama 10
menggunakan vortex. masukkan sampel ke menit dengan kecepatan
dalam tabung 10.000 xg.

| i i \
Sisakan supernatan dan Tambahkan 30 Wl IC. Tambahkan 200 ul GB
pelet ditabung Buffer.
mikrocentrifuge.



Inkubasi pada suhu 60° ¢ Tambahkan 200 pl Pindahkan sampel ke
selama 10 menit. Etanol absolut. kolom GD dan tabung

Tambahkan 400 pl
Buffer W1.

-

L v s
Pindahkan kolom GD ke~ Tambahkan 100 i Tambahkan 100 i
tabung mikrocentrifuge.  Buffer Elusi yang sudah Aquabidest.
dipanaskan.

DNA yang telah selesai DNA yang telah selesal DNA yang telah selesal
di ekstraksi di Hari ke-1.  di ekstraksi di Hari ke-3.  di ekstraksi di Hari ke-7.
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Siapkan tube Rea-Time Buka penutup I ik Masukkan 50 ul DNA
PCR tube Real-Time PCR kedalam tube Real-Time
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Tutup tube Rea-Time Masukkan tube kedalam
menggunakan parafilm  klik apk Real-Time PCR mesin Real-Time PCR

Pilih edit plate dan klik Proses running sedang Hasil pemeriksaan telah
run method berjalan didapat yaitu nilai Cn
(viral load)
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Has| Pemeriksaan Real-Time PCR

No. Hari Sample Jumlah Viral Load
Name HBV DNA (1U/mL)
1. Hari Ke-0 (Kontrol) K1 3922,807
2. Hari Ke-0 (Kontrol) K2 13194,17
3. Hari Ke-0 (Kontrol) K3 2649,339
4. Hari Ke-1 W1 1581,208
5. Hari Ke-1 W1 1087,96
6. Hari Ke-1 W1 2421,445
7. Hari Ke-3 W3 515,441
8. Hari Ke-3 W3 1458,61
0. Hari Ke-3 W3 2314,812
10. Hari Ke-7 W7 896,048
11. Hari Ke-7 W7 1311,577
12. Hari Ke-7 W7 595,0279
M engetahui
Pembimbing Utama Validator Laboratorium/Laboran

Nurminha, S.Pd., M.Sc Ria Yunita, SKM
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Gambar Kurva Amplifikasi Reaksi Real-Time PCR

Keterangan Gambar :

e Amplication Plot . Grafik yang dihasilkan ketika proses PCR

Berlangsung
e Cycle : Siklus
e Rn - Intensitas Flouresens
e Grafik berwarna : Posisi Sampel

e Garisbawah (243,6) : yaitu ambang deteksi
e Garisatas (44045) :yaitu batas maximal deteks
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Output Analisa Data Dengan Program SPSS

A. Output Hasil Uji Normalitas

Tests of Normality

Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Perlakuan Statistic Df Sig. Statistic Df Sig.
Nilai_Cn | kontrol .345 3 .839 3 212
hari ke 1 .235 3 .978 3 715
hari ke 3 .180 3 .999 3 .947
hari ke 7 .209 3 .992 3 .824
a. Lilliefors Significance Correction
B. Output Hasll Distribusi Frekuensi
Descriptive Statistics
N Minimum Maximum Mean Std. Deviation
Kontrol 3 2649 13194 6588.77 5755.770
Hari Ke-1 3 1088 2421 1696.87 674.225
Hari Ke-3 3 515 2315 1429.62 900.036
Hari Ke-7 3 595 1312 934.21 359.809
Valid N (listwise) 3
C. Output Hasil Uji One Way Anova
ANOVA
Nilai_Cn
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 62565005.052 3 20855001.684 2.416 142
Within Groups 69045977.727 8 8630747.216
Total 131610982.779 11
Robust Tests of Equality of Means
Nilai_Cn
Statistic® dfl df2 Sig.
Brown-Forsythe 2.416 3 2.170 .293
a. Asymptotically F distributed.




D. Output (Post Hoc Test)

Multiple Comparisons

Dependent Variable: Nilai_Cn

Games-Howell

Mean 95% Confidence Interval
Difference (I-
(I) Perlakuan | (J) Perlakuan J) Std. Error Sig. Lower Bound | Upper Bound
Kontrol Hari ke-1 4891.901 | 3345.817 575 -17605.22 27389.02
Hari ke-3 5159.151 | 3363.478 .546 -16960.31 27278.61
Hari ke-7 5654.554 | 3329.582 493 -17213.67 28522.78
Hari ke-1 Kontrol -4891.901 | 3345.817 .575 -27389.02 17605.22
Hari ke-3 267.250 | 649.267 973 -2482.64 3017.14
Hari ke-7 762.653 | 441.223 441 -1340.71 2866.02
Hari ke-3 Kontrol -5159.151 | 3363.478 .546 -27278.61 16960.31
Hari ke-1 -267.250 | 649.267 973 -3017.14 2482.64
Hari ke-7 495.403| 559.618 .815 -2492.38 3483.18
Hari ke-7 Kontrol -5654.554 | 3329.582 493 -28522.78 17213.67
Hari ke-1 -762.653 | 441.223 441 -2866.02 1340.71
Hari ke-3 -495.403| 559.618 .815 -3483.18 2492.38
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. Melskubay eksureksi virus Hepatitis I3 dari
pengulangan sebanyek 3 kali | hasil ekstroksi lalu 'l'\:"-y
ditempathan ke dalam /
plastik ziphck beserta
wadoh box wnituk
divimpen & freezer.
Ria Yusta, SKEM
Jemat, - Porvsper  reagen  dan | Didapation 3
13 Jumi 2023 steilisasi i mirosentrifoge 1,5 mi
(3.00-13.00 - Persispen sampel (Hari ke-3) | yang berisi DNA meeni
- Melshukan ckstroksi dengan | virus Hepatitls B darl
pengulangan schanyak 3 kall | hasil eksrakesi halo ‘b
be dalam !
plastik riplock beserin
wadah box untuk
disimpen & freecer,
Ria Yunita. SKM
Selasa, -  Pesopan  coapem dan |- Didapafos k]
17 Juni 2025 swerillasi tahung
0£00-17.00 - Persiapan (Hari ke-7) microsealrifuge 1.5
dan chkstreksi o yng  berisi
dengm pengulangan DNA mumi virus
schan Hepatitis B deel
L Pessispan PC, NC,|  hasil choeroksi. *}
wre, dan  C52, |- Didapakssn nilsi Cn
Me ekstrksi dengan | (Copd Namwber) dari s bl B
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- Melkukon Running  Real samped yung
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Mengetuhui
Pembimbing Utama Pembimbing Pendamping
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Perbandingan Variasi Waktu Penyimpanan Sampel Terhadap Viral Load
Pada Pasien Positif Hepatitis B Yang Diisolasi Menggunakan Kertas Saring
Whatman No. 3

Wenny Evita Kurniawati! , Nurminha2 , Putri Dwi Romodhiyanti3, Hartanti*
Jurusan Teknologi Laboratorium Medis Program Studi Teknologi Laboratorium Medis Program Srjana Terapan
Politeknik Kesehatan Tanjungkarang

Abstrak

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh variasi waktu penyimpanan sampel terhadap jumlah viral load
pada pasien positif Hepatitis B yang diisolasi menggunakan kertas saring Whatman No.3. Sampel darah pasien
diteteskan pada kertas saring, disimpan selama 1, 3, dan 7 hari, lalu diuji menggunakan metode Real-Time PCR.
Hasil menunjukkan bahwa semakin lama waktu penyimpanan, semakin rendah nilai viral load yang terdeteks.. Rata-
rata viral load pada hari ke-1 sebesar 1696,87 IU/mL, hari ke-3 sebesar 1429,62 IU/mL, dan hari ke-7 sebesar
934,21 1U/mL, dengan kontrol plasma sebesar 6588,77 |U/mL. Penurunan tertinggi terjadi pada hari ke-7 sebesar
85,84% dibandingkan kontrol. Uji One Way Anova menghasilkan p-value 0,142, yang berarti tidak terdapat
perbedaan bermakna antara lama simpan dengan nilai viral load. Simpulan penelitian ini adalah bahwa kertas saring
Whatman No.3 masih dapat digunakan untuk penyimpanan sementara sampel DNA darah kering hingga 7 hari.
Saran bagi penelitian selanjutnya yaitu menggunakan FTA card dan menambah jumlah sampel untuk hasil yang
lebih representatif.

KataKunci : Hepatitis B, viral load, Real-Time PCR, Penyimpanan sampel, Whatman No.3

Comparison Of Storage Time Variations On Viral Load In Hepatitis B
Positive Patients | solated Using Whatman
Filter Paper No.3

Abstract

This study aims to determine the effect of storage time variation on the viral load of Hepatitis B-positive patients
using Whatman No.3 filter paper. Patient blood samples were dropped on filter paper, stored for 1, 3, and 7 days,
and then analyzed using Real-Time PCR. Results showed that longer storage duration led to lower detectable viral
load values. The average viral loads were 1696.87 1U/mL on day 1, 1429.62 |U/mL on day 3, and 934.21 IU/mL on
day 7, while the plasma control had 6588.77 |IU/mL. The highest decrease was observed on day 7 at 85.84%
compared to the control. One Way Anova yielded a p-value of 0.142, indicating no significant difference in viral
load across storage durations. It can be concluded that Whatman No.3 filter paper is still suitable for short-term
storage of dried blood DNA samples up to 7 days. Future studies are advised to use FTA cards and increase the
number of samples for more representative results.

Keywords. : Hepatitis B, viral load, Real-Time PCR, Sampel storage, Whatman No.3

Korespondensi: Wenny Evita Kurniawati, Jurusan Teknologi Laboratorium Medis, Program Studi Teknologi
Laboratorium Medis, Program Sarjana Terapan, Poltekkes Kemenkes Tanjungkarang, Jalan Soekarno-Hatta No. 1
Bandar Lampung, mobile 081278051388, e-mail : wennyevitakurniawati @gmail.com



Pendahuluan

Perkembangan teknologi di  bidang
laboratorium medik semakin mengarah pada
metode yang cepat, presis, dan efisien, salah
satunya dengan pendekatan berbasis molekuler
seperti Polymerase Chain  Reaction (PCR).
Teknologi ini telah menjadi metode unggulan
dalam deteks infeks virus, termasuk virus
Hepatitis B (HBV), karena kemampuannya
menggandakan materi genetik secara in vitro
dengan sensitivitas dan spesifisitas  tinggi
(Mursyidin et a., 2023). Daam
implementasinya, sadah satu tahapan penting
addah isolas DNA, yang bertujuan untuk
memisahkan DNA dari komponen lain yang
dapat mengganggu proses amplifikas (Hariyadi
et a., 2018). Namun demikian, stabilitas DNA
sangat dipengaruhi oleh kualitas penyimpanan
sampel.

Masalah utama daam penyimpanan
sampel darah untuk isolasi DNA adalah
degradasi yang terjadi  sdlama  waktu
penyimpanan yang panjang, terutama ketika
distribusi  dilakukan di  wilayah dengan
keterbatasan fasilitas penyimpanan (Lio et al.,
2021). Ha ini mendorong dikembangkannya
dternatif penyimpanan seperti metode Dried
Blood Shots (DBS), yaitu penetesan darah pada
kertas saring yang kemudian dikeringkan untuk
penyimpanan jangka panjang (Choi et al., 2014).
Metode ini lebih ekonomis, efisien, dan aman,
karena dapat menginaktivasi patogen dalam
keadaan kering dan hanya membutuhkan sedikit
volume darah (Whittaker et al., 2021).

Salah satu media yang digunakan dalam
metode DBS adalah kertas saring Whatman,
khususnya jenis No.3, yang memiliki kapasitas
pori 6 um serta daya serap tinggi sehingga cocok
untuk menyaring dan menyimpan darah kering
(Whatman,  2013).  Bebergpa  pendlitian
sebelumnya menunjukkan bahwa DNA dari
sampel darah kering pada kertas Whatman tetap
dapat digunakan untuk amplifikas gen target
bahkan setelah disimpan beberapa hari (Maliza et
a., 2021). Namun, mash terdapat variabilitas
hasil tergantung durasi penyimpanan, suhu, serta
kualitas awal sampel, sehingga diperlukan
pembaruan penelitian untuk menguji validitas
metode ini, khususnya pada sampel darah pasien
Hepatitis B, bukan hanya donor darah.

Penelitian sebelumnya oleh Lange et a.
(2017) menyatakan bahwa penggunaan DBS
efektif dalam mendeteks dan mengkuantifikasi
HBV DNA, namun kualitas hasil sangat
tergantung pada pengaturan suhu dan lama
penyimpanan. Ramadan (2024) juga

mengungkapkan bahwa tidak terdapat perbedaan
nilai Cycle Threshold (CT) HBV DNA pada
darah donor yang dismpan selama 1, 3, dan 7
hari, namun degradasi tetap mungkin terjadi
akibat pengaruh antikoagulan atau suhu
penyimpanan. Dengan melihat hasil-hasil
tersebut, timbul kebutuhan untuk memperluas
kajian dengan menggunakan sampel darah pasien
positif Hepatitis B untuk mengetahui pengaruh
penyimpanan darah kering terhadap nilai viral
load.

Urgens dari penelitian ini terletak pada
perlunya metode yang sederhana, ekonomis,
namun tetap akurat untuk menyimpan sampel
darah dari pasien di wilayah dengan keterbatasan
fadsilitas laboratorium. Selain itu, kemampuan
kertas saring Whatman No.3 sebaga media
penyimpanan DNA darah kering perlu divalidas
secara lebih mendalam dalam konteks Klinis.
Informasi ini akan sangat berguna bagi tenaga
l[aboratorium  dalam  menentukan  metode
penyimpanan  terbaik  untuk  mendukung
keberhasilan deteksi molekuler. Di sisi lain, dari
perspektif ilmiah, penelitian ini juga menambah
referens tentang validitas penggunaan DBS
dalam uji kuantitatif Real-Time PCR, khususnya
untuk HBV.

Penditian  ini bertujuan untuk
menganalisis pengaruh varias waktu
penyimpanan sampel terhadap jumlah viral load
pada pasien positif Hepatitis B yang diisolas
menggunakan kertas saring Whatman No.3.
Dengan menghitung nilai viral load berdasarkan
lama penyimpanan 1, 3, dan 7 hari, serta
membandingkan hasil antar kelompok waktu,
diharapkan dapat diketahui apakah kertas saring
tersebut tetap efektif menjaga integritas DNA
virus sdama masa penyimpanan. Dengan
demikian, hasil dari penelitian ini diharapkan
mampu memberikan kontribusi bagi
pengembangan metode aternatif penyimpanan
sampel darah untuk pemeriksaan molekuler, baik
dalam konteks riset maupun praktik laboratorium
klinik.

Metode

Jenis penditian ini adalah eksperimental
dengan desain quasi experiment yang bertujuan
untuk menganalisis pengaruh varias  waktu
penyimpanan sampel terhadap jumlah viral load
pada pasien positif Hepatitis B. Pendlitian
dilakukan di Laboratorium Biologi Molekuler
Jurusan  Teknologi  Laboratorium  Medis
Poltekkes Kemenkes Tanjungkarang pada bulan
Me 2025. Pengambilan sampel darah dilakukan
di Rumah Sakit Umum Daerah Dr. H. Abdul



Moeloek, Bandar Lampung. Penelitian ini tidak
menggunakan kontrol negatif, tetapi
menggunakan sampel plasma sebagai kontrol
pembanding viral load. Sampel yang telah
diteteskan pada kertas saring disimpan pada suhu
ruang sdlama 1, 3, dan 7 hari. Masing-masing
perlakuan dilakukan pengulangan sebanyak tiga
kai. Data yang terkumpul selanjutnya dianalisis
dengan analisis statistik dengan analisa univariat
dan bivariat. Analisa bivariat dilakukan dengan
menggunakan uji One Way Anova dengan
menggunalan aplikasi Satistical Program For
Social science (SPSS).

Hasil

Pendlitian ini bertujuan untuk
menganalisis perbandingan variasi  waktu
penyimpanan sampel terhadap viral load pada
pasien positif Hepatitis B yang diisolasi
menggunakan Kkertas saring whatman No.3.
Waktu penyimpanan sampel adalah 1, 3, dan 7
hari dari whole blood darah pasien positif
Hepatitis B. Isolas darah kering berdasarkan
lama simpan 1, 3 dan 7 hari dapat dilihat pada
gambar 1.

o0 % oo

1 hari 3 hari 7 hari
Gambar 1. Isolasi darah kering berdasarkan lama
simpan sampel 1, 3, dan 7 hari

1. AnadisaUnivariat

Menganalisis perbandingan variasi waktu
penyimpanan sampel terhadap viral load pada
pasien positif Hepatitis B yang diisolasi
menggunakan kertas saring whatman No.3.

Tabel 1. Distribus frekuensi berdasarkan lama
simpan 1, 3, dan 7 hari.

Hari Mean  Penurunan (%)
(1U/ml)
0 (Plasma)  6588.77 0,00 %
1 1696.87 74.24 %
3 1429.62 78.32 %
7 934.21 85.84 %
Hasil distribusi frekuensi yang telah

dilakukan berdasarkan lama simpan selama 1, 3,
dan 7 hari ditunjukkan pada tabel 4.1. Nilai rata-
rata lama simpan sampel pada hari ke-1 adalah
1696.87 1U/mL, pada hari ke-3 adalah 1429.62
IU/mL dan pada hari ke-7 adalah 934.21 1U/mL.
Plasma digunakan sebagai kontrol dengan rata-
rata 6588.77 1U/mL. Kegunaan kontrol adalah

untuk memastikan bahwa proses pemeriksaan
berjalan dengan benar dan hasil yang diperoleh
valid, dan dapat dipercaya dan akurat dalam
pemeriksaan.

Andisis lebih lanjut dilakukan untuk
melihat perbandingan antar ketiga perlakuan
berdasarkan varias waktu penyimpanan sampel
1, 3 dan 7 hari maka dilakukan uji normalitas
terlebih dahulu. Setelah diketahui distribusi
frekuensi berdasarkan lama simpan sampel 1, 3,
dan 7 hari data dianalisis dengan uji normalitas
one-sample Shapiro-wilk test untuk meihat
persebaran data dan didapatkan hasil p-value
0,212 (> 0,05). Data pengambilan keputusan
dikatakan berdistribusi normal apabila p-value >
0,05 maka dari itu dapat dismpulkan bahwa data
pada penelitian ini berdistribus normal, maka
pengujian dilanjutkan dengan uji parametrik
menggunakan uji One Way Anova.

2. AndisaBivariat

Andiss statistik dengan menggunakan uji
One Way Anova untuk melihat perbandingan
berdasarkan hasil dari nilai Cn (Copy Number)
viral load yang dibandingkan berdasarkan lama
simpan 1, 3, dan 7 hari. Didapatkan hasil tidak
ada perbandingan yang bermakna antara nilai
viral load dengan lama simpan sampel selama 1,
3 dan 7 hari yang dapat dilihat pada tabel 2
dibawah ini :

Tabel 2. Uji One Way Anova

Variabel p-value
- Lamasimpan 1, 3, dan 7 hari 0.142
- Nilai CN HBV

Berdasarkan tabel 4.2 hasil uji statistik
menunjukkan data hasil lama simpan 1, 3, dan 7
hari terhadap nila viral load. Dari tabel 4.2
tersebut  diperoleh nila  p-value 0,142
Berdasarkan p-value pada uji One Way Anova
menunjukkan >0,05 dapat disimpulkan bahwa HO
diterima dan Ha ditolak yang artinya tidak ada
perbandingan yang bermakna antara nilai viral
load dengan lama waktu simpan sampel 1, 3, dan
7 hari.

Pembahasan

Pada tahap awal persiapan sampel darah
kering diperlukan tahap ekstraksi dilakukan
dengan memotong kertas saring berdiameter + 2
cm menjadi potongan kecil, untuk memudahkan
pelepasan DNA. Sampe kemudian direndam
menggunakan larutan Phosphate Buffer Saline
(PBS) yang berfungs untuk menjaga pH tetap
stabil, mencuci kontaminasi, membantu rehidrasi,



serta mempertahankan kondisi sel dan DNA tetap
optimal sdlama proses isolasi. Pandey (2023)
menyatakan bahwa penggunaan PBS penting
untuk memastikan bahwa DNA yang diisolasi
tetap murni dan layak untuk dianalisis lebih
lanjut (Pandey et a., 2023). Selanjutnya diuji
secara kuantitatif dengan menggunakan Real-
Time PCR untuk melihat nilai viral load pada
sampel. Nila viral load yang muncul
menentukan seberapa banyak asam nukleat virus
yang dideteks dan mengukur jumlah daam
sampel (Agustiningsih, 2020).

Hasil penditian menunjukkan bahwa
semakin lama waktu penyimpanan darah kering,
semakin rendah nilai viral load yang terdeteksi.
Penurunan tertinggi terjadi pada hari ke-7,
dengan rata-rata viral load sebesar 934.21 1U/mL
atau mengalami penurunan sebesar 85.84%
dibandingkan kontrol. Penurunan ini dapat
disebabkan oleh degradasi DNA virus HBV yaitu
proses dimana DNA virus mengalami kerusakan
dan pemecahan, baik secara dami maupun hasil
dari intervens terapeutik (Sari & Andayani,
2019) vyang terjadi sdama penyimpanan.
Meskipun kertas saring seperti whatman No.3
dapat menjaga stabilitas DNA, namun terdapat
faktor yang dapat menyebabkan degradasi DNA
yaitu pada proses pengerjaan, seperti pemipetan
yang berulang-ulang dan lamanya waktu simpan
(Lio et al., 2021). Hasil pendlitian ini segjalan
dengan Lange (2017) yang menyatakan bahwa
penggunaan DBS cukup akurat untuk deteksi
dan kuantifikas HBV-DNA dan HCV-RNA,
tetapi efisiensinya sangat dipengaruhi oleh
beberapa faktor, salah satunya adalah waktu
penyimpanan serta suhu lingkungan. Meskipun
suhu tidak menunjukkan pengaruh yang
signifikan terhadap keberhasilan deteks viral
load, tetapi kualitas dapat menurun jika
penyimpanan terlalu lama (Lange et al., 2017).

Pada pendlitian ini selama penyimpanan,
tidak ditemukan perubahan warna yang
signifikan pada kertas saring whatman No.3, baik
setelah penetesan darah maupun setelah disimpan
selama 1, 3, dan 7 hari. Namun semakin lama
sampel disimpan, semakin besar risiko terjadinya
kerusakan sel darah dan degradas DNA, baik
karena faktor aami maupun kontaminasi
mikroorganisme seperti  jamur dan bakteri
(Mdliza et al., 2021). Meskipun terjadi degradasi
pada hari ke-7 kertas saring whatman no.3 tetap
menunjukkan kemampuan menyimpan materi
genetik virus untuk beberapa hari. Hal ini
menunjukkan bahwa kertas saring whatman no.3
masih layak digunakan sebagai media
transportasi  dan  penyimpanan  sementara,
terutama di daerah dengan fasilitas terbatas.

Penelitian ini sgjalan dengan Maliza dkk (2021)
menunjukkan bahwa sampel darah kering yang
diisolasi dengan kertas saring whatman dan FTA
cards dengan menggunakan metode CHELEX-
100 tidak mengalami perubahan pada sampel
yang telah diteteskan ataupun disimpan pada
kertas saring whatman dan FTA cards (Maliza et
al., 2021).

FTA cards merupakan media berbahan
dasar kertas yang dilapisi dengan bahan kimia
seperti basa lemah, agen pengikat seperti EDTA,
yang berfungsi untuk mdisiskan s,
menginaktivas patogen, dan mengawetkan asam
nukleat (DNA/RNA) dalam kondisi suhu ruang
hingga waktu yang cukup lama. Bahan kimia
tersebut mencegah degradas asam nukleat.
Temuan ini sejdan dengan pernyataan bahwa
meskipun FTA cards dapat menjaga stabilitas
DNA/RNA hingga 6 bulan atau lebih pada suhu
ruang, terdapat kemungkinan penurunan jumlah
target asam nukleat secara bertahap akibat
kondisi lingkungan atau degradasi alami (Novita,
2017). Penditian yang dilakukan oleh ( Song et
al., 2016) menyebutkan bahwa spesimen seperti
darah yang dismpan dalam FTA cards dapat
tetap stabil bahkan setelah disimpan selama 9
tahun, dengan keberhasilan deteksi asam nukleat
melalui  PCR. Namun, dalam pemeriksaan
kuantitatif seperti viral load, senstif terhadap
perubahan jumlah target lebih tinggi, sehingga
variasi waktu penyimpanan tetap menjadi faktor
penting yang harus dikendalikan ( Song et 4d.,
2016).

Pada penelitian ini sampe yang
digunakan adalah darah pasien positif Hepatitis B
yang di ambil dari RSUD Abdul Moeoek
Proving Lampung. Pengaruh pada lama
penyimpanan dan antikoagulan sampel darah
dapat menyebabkan degradasi DNA, sehingga
untuk meminimalisir ha tersebut maka dapat
dilakukan  pemeriksaan  langsung  tanpa
melakukan penundaan pemeriksaan darah pasien
yang terinfeks Hepatitis B. Hasil penelitian
menunjukkan bahwa tidak ada perbedaan sampel
darah yang diisolasi pada kertas saring whatman
no.3 dan dapat menyimpan dalam jangka waktu
1,3 dan 7 hari karena munculnya nilai viral load
satelah dilakukan running Real-Time PCR
menandakan target virus ada di dalam sampel
dan terdeteksi.

Pendlitian ini  memiliki  beberapa
keterbatasan yaitu, tidak menggunakan sampel
darah negatif sebagai kontrol, sehingga tidak
dapat dipastikan apakah pelarut dan kertas saring
mempengaruhi  hasil. Selain  itu, terdapat
keterbatas pada jumlah ukuran sampel sehingga
mengakibatkan uji statistik sulit menentukan



perbedaan antar ketiga perlakuan. Jumlah ukuran
sampel yang besar memberikan hasil yang lebih
baik karena mewakili populas yang diukur
sehingga kekuatan uji statistik juga dipengaruhi
oleh jumlah ukuran sampel (Alwi, 2015).

Simpulan

Berdasarkan hasil penelitian dapat dissimpulkan :

1. Distribus frekuens rata-rata jumlah viral
load pada  masing-masing waktu
penyimpanan yaitu pada hari ke-1 (1696,87
lU/mL), pada hari ke-3 (1429,62 1U/mL),
dan pada hari ke-7 (934,21 1U/mL). Terjadi
penurunan viral load secara bertahap dari
hari ke-l sampai hari ke-7. Ha ini
menunjukkan bahwa semakin lama waktu
penyimpanan, maka semakin kecil jumlah
DNA HBV yang dapat terdeteks.

2. Berdasarkan hasil uji statistik tidak ada
perbandingan varias waktu penyimpanan
sampel terhadap viral load pada pasien
positif  Hepatitis B  yang diisolas
menggunakan kertas saring whatman No.3.

Saran

1. Pada penditian sdanjutnya disarankan
menggunakan kertas saring 903 (FTA Card)
yang direkomendasikan oleh WHO, agar
hasil yang diperoleh dapat dibandingkan
secara setara dengan pendlitian ini dan
menghasilkan perbandingan yang valid.

2. Pada penditian sdanjutnya disarankan
untuk meningkatkan jumlah sampel untuk
memperoleh hasil yang representatif.
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