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Alur Kerja Pendlitian

A. Alur kerja pewarnaan

Ekstraks DNA

v

PCR

\
DNA hasil PCR

\

Elektroforesis Gel Agarose 1,5%

\4

-

Diwarnai dengan GelRed
(Sebagai Kontrol)

4

Visualisasi pita DNA
menggunakan UV
transilluminator.

\'4

Gel agarose direndam dengan
Methylene Blue 1,5%

v

Direndam selama 10, 15, 20
dan 25 menit.

!

Destaining di dalam 150 mL
akuades selama 30 menit.

Visualisas pita DNA dengan
cahaya tampak (visiblelight).

N\

Analisisintensitas warna pita
DNA menggunakan software
gel anayzer.

v

Analisis data dengan uji statistika menggunakan uji

statistika




B. Alur kerjavariasi volume sampel

DNA hasil PCR

v

Elektroforesis Gel Agarose 1,5%
Dengan Variasi Sampel (2, 4, 6, 8 )

Direndam menggunakan methylene
blue dengan hasil waktu pewarnaan
sebelumnva

Destaining di dalam 150 mL akuades
selama 30 menit.

Visualisas pitaHBYV DNA
menggunakan cahaya tampak (visible

light)

Analisis intensitas warna pita DNA
menggunakan software gel analyzer

Analisis dengan uji statistika




C. Alur Kerja Sengitivitas

Volume sampel terbaik hasil
visualisasi dengan methylene blue

Elektroforesis dengan volume sampel
yang sama menggunakan pewarna
GeRed

y

Melihat perbandingan intensitas
pewarnaan melaui Software Gel
Anayzer

Analisis data dengan uji statistika

4

Menarik kesimpulan




Lampiran 2
Surat Keterangan Layak Etik

Kementerian Kesehatan

Pattakhe Tanjmgkarang

=" Kemenkes s

Lamping 3512%
8 07n) reass2
P Mtowyipoiekioos thoac i
RETERANGAN LAYAK KK
DESCRIPTMON OF ETTTCAL EXEMPTMVIN
ETHICAL EXEMPIXY
NoESEEPE TIRANZ0S
Protobod pesclitin vers | yurg diosilbao okl |
Tiw resaosrch prssscod propmsd iy
Polis vums Davion Ofivin Ax-Zody
Fronc sl by bvestipony
Nocua loatitass ¢ Pobckhes Kenenkes Tapanghacanyg
Nowne of the Jion v
Dherngaan paidal:
vl
“Senwiti vt Methylear Bhie Sebupa Aternatid Pewarna DNA Pavien Postil e poustio B Pada Proses Elckersforesis
Aty
YTiw Sexuninwy of Methylowe Bhw co an Al evatiee DNA S for Mot sn 8- Porasve Pativnés ix A paroce Gol
e trophave sis*

Dinsesbun beyak etik se5uai 7 (ujah) Staodar WHO 2001, yeins 1) Nlii Sosial. 2 Nikai Hiosd, 3) Poos e Betus das
Muibzat ) Ruikn, §) BupbaoEloplotai, A Kershasian dan Povacy, dan 7) Persetiguan Seielah Porgelacs, yuey nenijek
ks Peshona s CIOMS 2036 Hal s sepesti o Disnjeiban oleh eipenulinye sadibaon s stands

Dvelared wbv wtkically sy " Svecw 0o 7 (e ren) WHG 200 ) Seaxdonds, 1) Sexial Valtwer, 21 Seiverdie Vol
J1 Egainlde Avvesunest and Heacfin, 37 Kids, 5) Pernsnm@apk & Confid iy and Privacy, und T) lakwsed
Comvantt, refervivg bo e J006 CROME Guidelines. This ir s indbvnied by o Sl went of the dnlivarer s of vk stombael

Peryatsas Lk EUK ks berdokn seluess hurun wakis sogoul 18 Maren N05 seapui deugan igzeal 18 et 2006

March (8, 2025
This s keratiow ey eth ks sppdies divring W poviod Mook J8 2025 wul’ Mareh 18 .‘!%",m

Bx. Apeiro, § Kiz, M Xes



Lampiran 3
Surat 1zin Penelitian

Kementerian Kesehatan

'q’ Duwektorat Jendera)
4L Kemenkes Sumber Dayas Manusis Xesehatan
U podtekes Tamjuntgharang
. L4
»
L ]
Nemor L PPOLOGF XXX W27 247025 M Nl 2025
Lampean 1 Berkes
Hal : 1zin Foneition

Yin, Orekiur RS Pertaring - Binteg Areln 8andas Lampurg
Di- Termpat

Sehebungan dangan penyusunan Skripadl bagl mahasiswa Tingka! IV Program Shudi Teknulogl
Lobortorkan Mediz Pregran Saana Terspan Jurusan Tokrolog Laborstodum Meds Polteknk
Kessholon Kemorerion Kesahaton Tarjungkaang Tatun Akadomi 2024/2025, maka gongan ini kami
mengsjukan gemohsran izn penslion bag mehatitwe @ It yang Bapakibu Pimpin. Berkul
terlamps dafar rama mahasiswa yong melskukan paneblion,

ALAs parhalan die kigassranyd ducagkan tenma kasin.

Pih.  Dieklur  Polieknd  Keschatan

Ns. MARTINI FAIRUS, S.Xep, M.Sc

Temousan
123 Jurusan Tehnabg Lisorakarhas Med s
2Ka Bd Dt

Harerrem Fertuns ok seasra nop dontrsy ot tambert § spapan Ji Lrsapaf pobers: suaz
whou grasfian sk sar bgorkan meldhs BALO WEVENKE S 1500007 dam b s Veln bevhis g0 2 Wbk verPias
b on L3024 langa s eldO0NX, SN LAGEAY CohLreen DAC MIman Jip ¢ 1 toenbs o o) e TS

Cofamet 00 ma) AITINaT 00T eRANTVR SR e ke s il o Aok
Yo Sl b bk (ke Semar Sy Cidtond SIS0 Do Sher (s Sared Megorw



Lampiran 1 :  Izin Penelitian

Nomer : PP.01.04/F XXXVI272412025
Tanggal : 14 Mei 2025
DAFTAR JUDUL PENELITIAN

MAHASISWA PROGRAM STUD| TEKNOLOGI LABORATORIUM MEDIS PROGRAM SARJANA TERAPAN
POLITEKNIK KESEHATAN KEMENTERIAN KESEHATAN TANJUNGKARANG

TA.2024/2025
No.|  MAHASISWA JUDUL TEMPAT PENELITIAN
Davina Olivia Az- Sensitvilas Methylene Blue Sebagai Allematif | RSP Bintang Amin
Zahra Pewama DNA Pasien Posilif Hepatitis B Pada
NIM: 2113353027 | Proses Elektroforesis Agarose
2. | Fitri Nurhasanah Hubungan Kadar Glukosa Darah Puasa Dengan
NIM: 2113353008 | Proteinuria Pada Pasien Diabetes Melitus Di
Rumah Sakit Bintang Amin
Ema Juwita Perbandingan Kadar Kreatinin Serum pada
NIM: 2113353059 | Pasien Diabetes Melitus tipe 2 Hiperlensi dengan

Non Hipertensi di Rumah Sakit Perlamina
Bintang Amin

Fildzah Ghoitani Iffah
NIM: 2413353122

Perbedain Aklivilas Enzim SGOT dan SGPT
pada karyawan shift dan non shit di PT
Halkaaston (HKA) Tahun 2025

5. | Azzahea Yuniar

Hubungan Lama Menjalani Terapi ARV

NIM: 2113353050 (Antiretroviral) Terhadap Kador SGOT Dan SGPT
Pada Penderita HIV DI Puskesmas Sukabumi
Bandar Lampung

Khoyrotunnisa Pengaruh konsumsi makanan faut tinggl purin

NIM: 2113353010 pada masyarakat pesisir desa Muara Gading Mas

Lampung Timur

Plh.  Direktur  Politeknik  Kesehatan
Kemenkes Tanjungkarang,

Ns. MARTINI FAIRUS, S.Kep, M.Sc

Dohtanen i feinh dtandalangani socara eichimnk mengpunakan serifikat elekircnk
yang diterbaian oieh Balal Besar Semilkas! Elcktromk (BSIE), Badan Siber dan Sandf Negera
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Dokumentasi penelitian

Persiapan alat dan bahan Sampel plasma yang Proses ekstraksi
ekstraksi akan diekstraksi

.\Z L
Penimbangan 0.037 gr Pembuatan gel agarose Proses elektroforesis
bubuk agarose 1,5%



&

Perendaman dengan Destaini ng denggn Visudisasi pita DNA
Methylene Blue 0.025%  akuades selama 30 menit  v/jrys Hepatitis B
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Visualisasi pita DNA

MB 0.025% 20 Menit MB 0.025% 25 Menit

FI .‘.‘ G‘a

Gd Red MB Volume sampdl 2, 4,
6 dan 8 pL
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Grafik Intensitas pada Kontrol (GelRed)
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Grafik Intensitas warna 15 menit
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Grafik Intensitas warna 20 menit
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Grafik Intensitas warna 25 menit
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Grafik Intensitas warna berdasarkan volume 2, 4, 6, 8 L.
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Analisis Statistik
Tests of Normality
Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Perlakuan Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Intensitas Kontrol .364 3 .800 3 114
Perendaman 10 menit 3 .000 3 .000
Perendaman 15 Menit .253 3 .964 3 .637
Perendaman 20 Menit .253 3 .964 3 .637
Perendaman 25 Menit .321 3 .881 3 .328
a. Lilliefors Significance Correction
Test Statistics®®
Intensitas
Kruskal-Wallis H 13.127
df 4
Asymp. Sig. .011
a. Kruskal Wallis Test
b. Grouping Variable: Perlakuan
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Varias Volume

Tests of Normality

Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
VOLUME Statistic df Sig. Statistic df Sig.
INTENSITAS 2 UL .253 3 .964 3 .637
4 UL .219 3 .987 3 .780
6 UL .253 3 .964 3 .637
8 UL .385 3 .750 3 .000
a. Lilliefors Significance Correction
Test Statistics®”
INTENSITAS
Kruskal-Wallis H 10.238
df 3
Asymp. Sig. .017
a. Kruskal Wallis Test
b. Grouping Variable: VOLUME
Mann-Whitrey Taat
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Lampiran 8
Nilai Cn HBV DNA yang diukur menggunakan Real-Time PCR

Sampel 1D Nilai Ct Nilai Cn

D1 31.52 102.5526
D2 30.76 181.4746
D3 29.89 349.2805
D4 29.59 437.9847
D5 32.03 69.79604
D6 30.86 168.5206
D7 29.68 411.174
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Loghool IPenclitian

Mo, [!ll_riffgngg_lu:lunl Kegislan ___ Masil IParal
I [T, Mlemisalian plagma dari damh Diperoleh sampel plasma
2 Mei 2025 EDTA (sentrifuge whole blood di pasien pagitif Hepatitiz B

Sy

dengan 100 ml skusdes
Pembaatan Methylen Blue
0.025%

2.5 ml Methilen Blue stok 1%
dalom akuades 100 ml
Running Elekiroforesis

(H0.25- 14500 R5F Bintang Amin) dari RS, Binang Antin
2. |Rabu, - Persiapan H-1 Hasil - Alkohol 70% =
7 wlei 2025 = Persiapan alat dan balian sebanyak 500 ml “T‘;‘*"
(14.00-14.50) = Membuat alkohol 7% (500 mil)
(Ria Vusna, Skii)
3. |Kamas, - Sterilisasi alat Hasil
8 Mei 2025 = Persiapan sampel - Penambahan  RBC  lisis
(09.00-14.00) - Eksiraksi DNA (D1-D10) buffer 200 pl lalu o
centrifuge 3000 xg
sclama 5 menil yang
terlibat cndapan (D9 dan
10) i
- Semtrifuge 3000 xg (\'ﬂ?" X
selama 5 mend (kedua)
terliliag emfapan (D9 dan
o0y {Riz Yemila SEM)
- Sentrifuge ke-3  terlibat
endapan di  semua cup
(- D1y
4, [Selasa, - Persiapan alat Dl =
27 Mei 2025 - Pembuatan TAE Ix = PBodler TAE 1X
{14.00-16.00) L Pengenceran Bulfer TAE 50x schanyak 250 ml %_’
VIxbl=V2gpM3 « (3] Aparose (1 pel 16 -ﬁ'-r o
VIx50=250x1x well, 1 gel B well) /
V1 =5 ml+ 245 mi{Akuades)
L Pembuntan Gel Agarose 1.5 % (Mt Yunizs SEAL
0.375 gr agaross dilarutkan dengan
25 ml TAE Ix
5. | Rabu, - Persiapan running PCR (Real-Time) | Hasil Ot
28 Mei 2025 denpgan penamhbahan 30 pl IC pada | D1 : 3152
08.30-16.00 D1-D7 (i vortex) D2 : 30,76
- Running Real-Time PCR (D1-D7)} 0% = 2989 o v
- Ct werbaca, Cn terbaca D4:29.59 H-
DS : 32.03 /
D6 1 30.86
D7 1 29.68 {Ria Ymita 2RM)
Hasil Cn terlampir di
lamipiran &
6, | Senmn, - Pembaatan Gel Agarose 1.5% Hazil: o
2 Juni 2025 - Pembuatan Methylen Blee 1% Kontrol = terliliat jelos
(08.00-16.00) 1 gr Meilylen Blue dilanikan (uv)

Yariast wakiu rendam
0 meetiit = Kok teclacn
15 picint = ficdak terbaca
20 mienit = tidak rerbaca
25 mignil = tidak terhaca

(v

(Fia Yumita SEM)
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Mo | HariTanggalilum Kegiatan Tasil Paraf
7. | Selams, - Pembainian pel agorose [,5% Hasil |
3 Juni 2025 « [umning Elekiroforesiz (ditnmbak | | 10 menit = Tifak terdil A A
(DE.00-16.00) jal loading bufTer) 15 mensl = Terlihat samar T
= Varnast wakiu pevendaman {10, 15, 20 menit = Terlihat pelas
20, 25 menit) 25 menit = Terlilsal jolas (hia Yunita SEM]
B | Rabu, - Etll’ll’liﬂ?ﬁlﬁkhl’.‘lfﬂfﬂ!h ditmbalikean | asil @
4 Juni 2025 1 pil boading buller 2 pul {3 well) = Samar
(0, 00- 14, (H = Varias] volume 2 pl, & pl, & pl, Epl {4 pl (3 seell) = Samar . ‘1"'#
dalam 1 pel agarose (16 well) &l (3 well) = Jelos /f
» Perendnpan denpan hosil wakiu Byl (3 well) = Jelos
terbaik (20 menit) s Y M)
Mengetahni,
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Sensitivitas M ethylene Blue Sebagai Alternatif Pewarna DNA Pasien Positif
Hepatitis B Pada Proses Elektroforesis Agar ose

Davina Olivia Az Zahra, Hartanti?, Nurminha®
Jurusan Teknologi Laboratorium Medis Program Studi Teknologi Laboratorium Medis Program Sarjana Terapan
Poltekkes K emenkes Tanjungkarang

Abstrak

Deteksi DNA virus Hepatitis B menggunakan metode elektroforesis gel agarosa membutuhkan pewarna
DNA, di mana pewarna umum adalah EtBr bersifat toksik dan membutuhkan sinar UV untuk visualisasi.
GelRed merupakan salah satu alternatif yang lebih aman dari EtBr, karena bersifat non-mutagenik dan
memberikan fluoresensi tinggi saat diamati di bawah sinar UV. Namun, penggunaannya tetap membutuhkan
aat transiluminator UV dan biayanya relatif mahal. Methylene blue dikenal sebagai alternatif yang lebih
aman, tidak karsinogenik, dapat diamati menggunakan cahaya tampak, dan lebih ekonomis. Penelitian ini
bertujuan untuk mengetahui sensitivitas methylene blue sebagai pewarna alternatif DNA pada sampel pasien
positif Hepatitis B. Penelitian dilakukan di Laboratorium Biologi Molekuler Poltekkes Tanjungkarang pada
Mei-Juni 2025. Penelitian dilakukan secara eksperimental dengan desain Rancangan Acak Lengkap,
menggunakan variasi lama waktu pewarnaan (10, 15, 20, dan 25 menit) serta volume sampel (2, 4, 6, dan 8
pL). Hasil penelitian menunjukkan intensitas warna pita DNA tertinggi diperoleh pada lama pewarnaan 20
menit dan volume 8 pL. Uji Kruska -Wallis menunjukkan adanya perbedaan bermakna antar perlakuan
(p<0,05). Dilanjutkan dengan uji sensitivitas dengan melihat perbandingan intensitas warna dengan GelRed.
Berdasarkan hasil penelitian, methylene blue lebih sensitive dibandingkan dengan GelRed. Dapat
disimpulkan bahwa methylene blue konsentrasi 0,025% sensitif dan efektif sebagai pewarna DNA virus
Hepatitis B.

Kata Kunci : Methylene blue, GelRed, Elektroforesis agarosa, Hepatitis B, Sensitivitas.

The Sengitivity Of Methylene Blue As An Alternative DNA Stain For
Hepatitis B Positive Patients In Agarose Gel Electrophor esis Process

Abstract

Detection of Hepatitis B virus (HBV) DNA using agarose gel electrophoresis requires the use of DNA stains.
Ethidium bromide (EtBr), the most commonly used dye, is toxic and requires ultraviolet (UV) light for
visudization. GelRed is considered a safer adternative to EtBr due to its non-mutagenic properties and strong
fluorescence under UV illumination. However, its application still necessitates a UV transilluminator and is
relatively expensive. Methylene blue is recognized as a safer aternative, being non-carcinogenic, observable
under visible light, and more cost-effective. This study aimed to determine the sensitivity of methylene blue
as an alternative DNA stain in samples from Hepatitis B-positive patients. The research was conducted at the
Molecular Biology Laboratory of Poltekkes Tanjungkarang during May—June 2025. The study was
experimental in nature, using a Completely Randomized Design (CRD) with variations in staining duration
(10, 15, 20, and 25 minutes) and sample volume (2, 4, 6, and 8 pL). The results showed that the highest DNA
band intensity was observed with a staining duration of 20 minutes and a sample volume of 8 pL. The
Kruskal-Wallis test indicated significant differences between treatment groups (p < 0.05). This was followed
by a sensitivity test by comparing band intensities with those of GelRed. Based on the results, methylene blue
demonstrated greater sensitivity than GelRed. It can be concluded that methylene blue at a concentration of
0.025% is sensitive and effective asa DNA stain for Hepatitis B Virus.

Keywords. : Methylene Blue, GelRed, Agarose Electrophoresis, Hepatitis B, Sensitivity
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Pendahuluan

Hepatitis B masih menjadi tantangan
globa di bidang kesehatan, dengan sekitar 254
juta orang di dunia hidup dengan infeksi kronis
Hepatitis B dan lebih dari satu juta kematian
setigp tahunnya, utamanya disebabkan oleh
sirosis hati dan karsinoma hepatoseluler (WHO,
2024). Di Indonesia sendiri, data RISKESDAS
tahun 2018 menunjukkan lebih dari satu juta
penduduk terdiagnosis hepatitis, termasuk lebih
dari 3.800 kasus di Kota Bandar Lampung
(Kemenkes RI, 2018). Deteksi dini DNA virus
Hepatitis B menjadi krusial dalam penanganan
kasus infeks aktif dan dalam upaya pencegahan
komplikasi jangka panjang. Salah satu metode
deteksi yang memiliki sensitivitas dan spesifisitas
tinggi adalah Polymerase Chain Reaction (PCR),
yang hasilnya kemudian dianalisis menggunakan
elektroforesis gel agarosa (Maksum et ., 2019).

Elektroforesis gel agarosa merupakan
metode yang umum digunakan  untuk
memisahkan dan memvisualisasikan fragmen
DNA berdasarkan ukurannya. Visuaisas
fragmen DNA pasca-elektroforesis memerlukan
penggunaan zat pewarna DNA. Etidium bromida
(EtBr) merupakan pewarna DNA yang telah lama
digunakan karena kemampuannya menghasilkan
fluoresensi tinggi seat diaktivasi oleh sinar
ultraviolet (UV). Namun, sifat mutagenik dan
karsinogeniknya menjadikannya berisiko
terhadap kesehatan manusia serta menimbulkan
limbah berbahaya yang memerlukan penanganan
khusus (Nataprawira, 2022). Oleh karena itu,
pencarian alternatif pewarna DNA yang lebih
aman, ramah lingkungan, serta ekonomis menjadi
urgensi dalam praktik laboratorium molekuler.

GelRed adalah salah satu aternatif yang
lebih aman dibandingkan EtBr karena tidak
bersifat mutagenik dan tetap memiliki intensitas
fluoresensi yang tinggi. Namun, penggunaannya
mash memerlukan sinar UV dan peraatan
khusus seperti transiluminator, serta harganya
tergolong relatif mahal (Merdekawati et d.,
2021). Di sis lain, methylene blue muncul
sebagal kandidat alternatif pewarna DNA yang
menjanjikan. Senyawa ini mampu berinterkal asi
ke dadam DNA dan divisualisasikan
menggunakan cahaya tampak tanpa memerlukan
sinar UV. Selain itu, methylene blue tidak
bersifat karsinogenik dan memiliki toksisitas
yang rendah, sehingga lebih aman dan ekonomis
untuk digunakan di berbagai laboratorium,
termasuk yang berskala pendidikan atau dengan
keterbatasan sumber daya (Nafisi et al., 2006;

Rohs, 2012).
Beberapa penelitian telah membuktikan
efektivitas methylene blue dalam

memvisualisaskan DNA hasil elektroforesis,
seperti  penelitian oleh Winarti (2017) yang
menunjukkan hasil optimal pada DNA yang
diwarnai dengan methylene blue 0,0125% selama
25 menit. Penelitian lainnya oleh Merdekawati et
a. (2021) menggunakan DNA SARS-CoV-2 juga
menemukan bahwa konsentrasi methylene blue
0,025% dapat menghasilkan pita DNA yang jelas
pada kondis eektroforesis tertentu. Namun,
penelitian-penelitian tersebut menggunakan DNA
bakteri atau DNA virus non-hepatotropik dan
belum banyak yang secara spesifik menguji
sengitivitas pewarnaan terhadap DNA virus
Hepatitis B yang berasal dari plasma pasien, yang
memiliki struktur DNA sirkuler parsial (rcDNA),

sehingga kemungkinan memiliki  karakter
pengikatan pewarna yang berbeda.
Berdasarkan hal tersebut, pendlitian ini

dilakukan untuk mengisi kekosongan tersebut,
yaitu dengan mengetahui sensitivitas methylene
blue sebagai  dternatif pewarna DNA
menggunakan sampel plasma pasien positif
Hepatitis B. Variabel yang dikaji meliputi varias
volume sampel (2, 4, 6, dan 8 pL) serta lama
kontak pewarnaan (10, 15, 20, dan 25 menit)
untuk menentukan kondisi optima pewarnaan.
Hasil pendlitian ini  diharapkan  dapat
memberikan solusi praktis dan aplikatif bagi
laboratorium molekuler dalam memilih pewarna
DNA vyang lebih aman, murah, dan mudah
digunakan, khususnya dalam lingkungan
pendidikan dan pelayanan kesehatan dengan
sumber dayaterbatas.

Metode

Jenis penelitian ini adalah eksperimental
dengan desain Rancangan Acak Lengkap (RAL).
Lokas penelitian dilakukan di Laboratorium
Biologi Molekuler jurusan TLM Poltekkes
Kemenkes Tanjungkarang, pada bulan Mei-Juni
2025, Variabd bebas berupa lama waktu kontak
methylene blue dan variass volume sampel.
Variabel terikat yaitu warna pita HBV DNA.
Subjek penelitian adaah methylene blue yang
digunakan sebagai alternatif pewarna DNA pada
proses elektroforesis. Dengan sampel yang
digunakan adalah plasma pasien positif Hepatitis
B yang diperoleh dari Rumah Sakit Bintang
Amin  Bandar Lampung. Masing-masing
perlakuan  dilakukan  sebanyak 3  kali
pengulangan. Intensitas warna pita DNA di ukur
menggunakan software Gel Analyzer 23.1.1.
Data yang terkumpul selanjutnya dianalisis
dengan menggunakan analisis statistik dengan
menggunakan analisa univariat dan bivariat.
Anaisa bivariat dilakukan menggunakan Uji
Kuskal Wallis dilanjutkan dengan uji Post hoc



dengan menggunakan aplikasi  Satigtical
Program For Social Science (SPSS).

Hasil
1. Intensitas warna pita DNA virus Hepatitis B
berdasarkan lama waktu pewarnaan 10, 15, 20
dan 25 Menit.

c—

A
S

Tidak terlihat pita | PitaDNA virus

DNA virus Hepatitis B terlihat
Hepatitis B pada pada perendaman 15
perendaman 10 menit.

menit.

Pita DNA virus
Hepatitis B terlihat
pada perendaman
20 menit

Pita DNA virus

Hepatitis B terlihat
pada perendaman 25
menit.

Nila intensitas pita DNA  diukur
menggunakan perangkat lunak GelAnayzer
23.1.1 dan disgjikan dalam satuan arbitrary unit
(au). Hasil pengukuran secara kuantitatif
ditampilkan pada Tabd 1.2 berikut:

Tabel 1.1 Intensitas warna pita DNA berdasarkan
lama pewarnaan 10, 15, 20 dan 25 menit.

Intensitas Warna
Lama Pita DNA (a.u.) Rata-Rata
Pewar naan Pengulangan
(Menit) 1 > 3
10 0 0 0 0
15 114 116 113 114,33
20 134 139 149 140,66
25 144 142 153 146,33

Berdasarkan tabel di atas, perendaman
selama 20 dan 25 menit menghasilkan intensitas
warna pita DNA yang pding tinggi. Anaisis
statistik  menggunakan  uji  Kruska-Wallis
menunjukkan adanya perbedaan yang signifikan
antara kelompok perlakuan (p = 0,011). Uji lanjut
Mann-Whitney menunjukkan bahwa kelompok
10 menit berbeda secara signifikan dengan ketiga
kelompok lainnya, sedangkan tidak terdapat
perbedaan bermakna antara perendaman 20 menit
dan 25 menit (p > 0,05).

2. Intensitas warna pita DNA virus Hepatitis B
berdasarkan volume sampel
r

Terlihat pita DNA virus
Hepatitis B  dengan
varias volume

A: 2.

B:4ul.

C:.6ul.

D: 8ul.

,.‘

intensitas pita DNA  diukur
menggunakan software GelAnalyzer 23.1.1 dan
disgjikan dalam satuan arbitrary unit (a.u). Hasil
pengukuran secara kuantitatif ditampilkan pada
Tabel 1.2 berikut:

Nilai

Tabel 1.2 Intensitas warna pita DNA berdasarkan
volume sampel dengan Gel Analyzer 23.1.1

Intensitas Warna
Vol Pita DNA (a.u.)
Sezmr; Pengulangan Rata-Rata
1 2 3
2 125 126 128 126,33
4 128 130 133 130,33
6 136 138 139 137,67
8 141 143 143 142,33
Hasil pengukuran intensitas

menggunakan software GelAnayzer 23.1.1
menunjukkan bahwa rata-rata intensitas warna
pita DNA paling rendah tercatat pada volume 2
ML, vyaitu sebesar 126,33 au., dan terus
meningkat hingga mencapai nilai tertinggi pada
volume 8 pL, yakni sebesar 142,33 a.u.

Hasil uji normalitas dengan Shapiro-
Wilk menunjukkan bahwa data intensitas dari
keempat kelompok volume tidak semuanya
berdistribus normal (p < 0,05), sehingga
dilanjutkan dengan uji non-parametrik Kruskal—
Wallis. Hasll uji Kruskal-Wallis menunjukkan
bahwa terdapat perbedaan yang signifikan antara
kelompok volume (p = 0,008). Hasil uji post hoc



menunjukkan bahwa volume 8 L berbeda
signifikan dengan volume 2 pL, 4 L, dan 6 pL
(sig<0,05). Berdasarkan hasil ini, volume 8 L
dapat dismpulkan sebagai volume yang paling
baik dalam menghasilkan pita DNA yang jelas
saat menggunakan pewarna methylene blue.

3. Perbandingan intensitas Methylene Blue
dengan GelRed
Uji sensitivitas dilakukan dengan melihat

perbandingan rata-rata intensitas warna pita DNA
antara GelRed dan Methylene Blue pada volume
sampel 6 pL.

Tabel 1.3 Perbandingan intensitas Methylene

Blue dengan GelRed
Intensitas
Warna Pita
Pewarna DNA (a.u.) Rata-Rata
Pengulangan
1 2 3
GelRed 69 55 38 54
MethyleneBlue 136 138 139 137.67

Berdasarkan hasil analisis menggunakan
software Gel Analyzer 23.1.1, diketahui bahwa
rata-rata intensitas warna pita DNA virus dengan
menggunakan methylene blue lebih tinggi
dibandingkan dengan GelRed, yaitu sebesar
137,67 au. Dari hasil andlisis yang dilakukan,
pita DNA virus Hepatitis B yang diwarnai
menggunakan Methylene Blue juga masih dapat
terlihat pada volume 2 pL, yang menunjukkan
bahwa Methylene Blue memiliki sensitivitas
lebih tinggi dibandingkan GelRed.

Pembahasan

Berdasarkan hasil penelitian, visualisas
pita DNA menggunakan methylene blue
menunjukkan kejelasan yang sebanding dengan
pewarna GelRed. Variasi waktu perendaman dan
volume sampel terbukti memengaruhi intensitas
serta kejernihan pita DNA virus Hepatitis B yang
dihasilkan. Penelitian ini bertujuan untuk
menentukan durasi perendaman optimal yang
menghasilkan visualisass pita DNA virus
Hepatitis B terbaik, yang diukur secara
kuantitatif menggunakan software GelAnalyzer
23.1.1. Hasil analisis menunjukkan bahwa waktu
pewarnaan selama 20 menit memberikan hasil
visualisas yang baik berdasarkan data intensitas
yang diperoleh.

Pada lama pewarnaan 10 menit, pita
DNA virus tidak terlihat, baik secara kasat mata
maupun dengan software Gel Analyzer 23.1.1.
Temuan ini berbeda dengan pendlitian Wulandari
(2024) yang melaporkan bahwa pita DNA bakteri

dapat terlihat pada durasi pewarnaan yang sama.
Perbedaan ini dapat dijelaskan dari beberapa
faktor penting, yaitu jenis dan struktur DNA yang
digunakan, panjang DNA, serta kuantitas DNA
awal. Dalam penelitian ini digunakan DNA virus
Hepatitis B (HBV) yang berasal dari plasma
pasien. Genom virus HBV memiliki bentuk
relaxed circular DNA (rcDNA), yaitu DNA
sirkuler yang hanya sebagian utasnya berbentuk
ganda, sementara sisanya masih utas tunggal
(Nassal, 2008). Sebaiknya, Wulandari (2024)
menggunakan DNA  dari  kultur  bakteri
Escherichia coli, yang memiliki bentuk double-
stranded circular DNA penuh dan panjang
genom sekitar 4,6 juta pasangan basa (Durfee et
al., 2008).

Selain perbedaan jenis dan struktur
DNA, waktu kontak dengan methylene blue juga
menjadi faktor penentu tampaknya pita DNA.
Decourcy (2013) menyebutkan bahwa waktu
optimal pewarnaan methylene blue adalah >15
menit untuk mendapatkan pita yang tampak jelas.
Perendaman gel agarose dalam larutan methylene
blue sdlama 25 menit menghasilkan rata-rata
intensitas warna tertinggi. Namun, hasil uji
statistik menunjukkan bahwa intensitas warna
yang diperoleh pada durasi 20 menit tidak
berbeda signifikan dibandingkan durasi 25 menit.
Dengan demikian, durasi 20 menit dinilai lebih
efisen karena mampu memberikan hasil
visualisas pita DNA yang baik dalam waktu
yang lebih singkat tanpa mengurangi kualitas
hasil.

Temuan ini konsisten dengan hasil
penelitian yang dilakukan oleh Merdekawati
(2021) yang menyatakan bahwa durasi optimal
untuk  pewarnaan  menggunakan  larutan
methylene blue 0,025% pada gel agarose 1,5%
adalah selama 20 menit. Dalam penelitiannya,
pita DNA virus berukuran 100 bp dan 250 bp
berhasil divisuadlisasikan secara jelas setelah
pewarnaan selama 20 menit, yang dilanjutkan
dengan proses destaining menggunakan akuades
selama 30 menit. Kondisi tersebut menunjukkan

kesesuaian dengan metode dan hasil yang
diperoleh dalam penelitianini.
Penelitian ini juga menguji variasi

volume yang digunakan, yaitu sebesar 2 L, 4
ML, 6 gL dan 8 L . Berdasarkan hasil
penelitian, diperoleh bahwa variasi volume
sampel yang digunakan dalam  proses
elektroforesis berpengaruh terhadap intensitas
warna pita DNA vyang divisuaisasikan
menggunakan pewarna methylene blue. Rata-rata
intensitas tertinggi diperoleh pada volume sampel
8 pL dengan nilai 142,33 au., yang secara
statistik juga menunjukkan perbedaan bermakna



dibanding volume lainnya (p = 0,017). Hasil ini
mengindikasikan bahwa semakin besar volume
sampel DNA yang dimasukkan ke dalam sumur
gel, maka semakin tinggi pula intensitas pita
DNA yang dihasilkan.

Selain itu, teori elektroforesis juga
mendukung hasil ini. Menurut Lee et a. (2012)
keberhasilan visualisasi pita DNA dalam gel
elektroforesis sangat bergantung pada konsentrasi
dan volume DNA yang dimuat, di mana terlalu
sedikit volume menyebabkan pita terlau tipis
atau tidak tampak, sedangkan volume yang
terlalu besar bisa menyebabkan pita menjadi
menyebar atau tidak tgjam. Dalam penelitian ini,
volume 8 YL memberikan hasil yang baik tanpa
menimbulkan efek menyebar, yang artinya
volume tersebut masih berada daam rentang
ideal untuk visudisas yang baik menggunakan
methylene blue.

Dengan demikian, hasil pendlitian ini
secara ilmiah menunjukkan bahwa penggunaan
volume 8 pL merupakan pilihan paling efektif
dadam pewarnaan DNA HBV menggunakan
methylene blue 0,025% dengan metode
elektroforesis agarose 1,5%. Visualisas pita
DNA virus yang terbentuk jelas dan intens,
didukung oleh uji statistik yang signifikan, serta
sesuai dengan mekanisme teori interkalas dan
elektrostatik methylene blue terhadap DNA.
Temuan ini dapat dijadikan acuan bagi
penggunaan methylene blue sebagai alternatif
pewarna DNA virus Hepatitis B yang |ebih aman,
terjangkau, dan efisien di laboratorium biologi
molekuler.

Simpulan

Berdasarkan hasil penelitian dapat disimpulkan:

1. Lama waktu pewarnaan dengan methylene
blue 0.025% yang optima untuk pewarnaan
DNA virus Hepatitis B hasil eektroforesis
adalah 20 menit.

2. Volume sampel yang paling optimal untuk
pewarnaan DNA virus Hepatitis B hasil
elektroforesis gel agarose adalah 8 L.

3. Methylene blue sensitive untuk mewarnal
DNA pasien positif Hepatitis B pada proses
elektroforesis agarose.

Saran
1. Perlu penelitian lebih  lanjut  untuk
membandingkan metode pre-staining

(pewarnaan sebelum elektroforesis) dengan
metode post-staining (pewarnaan  setelah
elektroforesis) dengan methylene blue 0.025%
guna mengetahui perbedaan  efektivitas
visualisas pita DNA virus Hepatitis B.

2. Perlu dilakukan penelitian lanjutan untuk
menguji pengaruh variass waktu destaining
terhadap kejernihan pita DNA virus Hepatitis
B, agar dapat ditemukan waktu destaining
yang lebih singkat namun tetap memberikan
hasil visualisasi yang optimal.
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