
 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
 

LAMPIRAN 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Lampiran 1 

Dokumentasi Penelitian 

 
Sampel di centrifuge 3000 
rpm selama 10-15 menit 
 
 

 
Pemisahan plasma 

 
Homogenisasi plasma 

 
Plasma dimasukkan ke 
ziplock 
 
 

 
Plasma disimpan di 
freezer -20oC  

 
Persiapan alat dan bahan 
ekstraksi 

 
Penambahan 900 ul RBC 
Lysis Buffer  
 

 
Centrifuge 3000 xg 
selama 5 menit 

 
Penambahan 100 ul RBC 
Lysis Buffer 



 

 

 

 
Penambahan 30 ul Internal 
Control (IC) 
 
 

 
Penambahan 200 ul GB 
Buffer 
 

 
Inkubasi pada suhu 60oC 
selama 10 menit 

 
Penambahan 200 ul Etanol 
Absolute  
 
 

 
Memindahkan sampel ke 
dalam kolom GD 
 

 
Centrifuge 14.000-16.000 
xg selama 5 menit 

 
Penambahan 400 ul Buffer 
W1 
 

 
Penambahan 600 ul 
Wash Buffer 
 

 
Centrifuge 14.000-16.000 
xg selama 30-60 detik 

 



 

 

 
Buang cairan pada tabung 
collection tube 2 ml 
 
 

 
Centrifuge 14.000-16.000 
xg selama 3 menit 

 
Pemindahan kolom GD ke 
tabung microcentrifuge 1,5 
ml 
 
 

 
Penambahan 100 ul 
Elution Buffer 
 
 

 
Penambahan 100 ul 
aquabidest 

 
Centrifuge 14.000-16.000 
xg selama 30 detik 

 
Centrifuge 14.000-16.000 
xg selama 3 menit 
 

 
DNA yang telah selesai di 
esktraksi di hari ke-0 
(kontrol) 
 

 
DNA yang telah selesai di 
esktraksi di hari ke-1 

 



 

 

 
DNA yang telah selesai di 
esktraksi di hari ke-3 
 

DNA yang telah selesai 
di esktraksi di hari ke-7 

 

 
Menyiapkan tabung RMM 

 
Memasukkan 50 ul DNA 
ke dalam tabung RMM 

 
Menghidupkan komputer 
dan pilih menu Real-
Time PCR 
 

 
Memasukkan tabung RMM 
ke dalam mesin Real-Time 
PCR 

 
Pilih edit plate dan klik run 
methode 
 

 
Proses running sedang 
berjalan 

 
Hasil pemeriksaan telah 
didapat yaitu nilai kuantitas 
HBV DNA (nilai Cn) 

 

 

 



 

 

Lampiran 2 

Hasil Pemeriksaan Real-Time PCR 

No. Hari Nama Sampel 
Kuantitas HBV 
DNA (IU/mL) 

1. Hari ke-0 (Sampel Kontrol) K1 3922,807 
2. Hari ke-0 (Sampel Kontrol) K2 13194,17 
3. Hari ke-0 (Sampel Kontrol) K3 2649,339 
4. Hari ke-1 (Sampel) H1  5568,475 
5. Hari ke-1 (Sampel) H1  7163,609 
6. Hari ke-1 (Sampel) H1  5501,471 
7. Hari ke-3 (Sampel) H3  2571,600 
8. Hari ke-3 (Sampel) H3  1702,310 
9. Hari ke-3 (Sampel) H3  9740,378 
10. Hari ke-7 (Sampel) H7  1811,153 
11. Hari ke-7 (Sampel) H7  607,203 
12. Hari ke-7 (Sampel) H7  1266,376 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Lampiran 3 

Keterangan Layak Etik 

 

 

 

 



 

 

Lampiran 4 

Surat Izin Penelitian 

 

 

 



 

 

Lampiran 5 

Surat Izin Pre Survey di RSUD Dr. H. Abdul Moeloek 

 

 

 

 



 

 

Lampiran 6 

Keterangan Layak Etik di RSUD Dr. H. Abdul Moeloek 

 

 

 

 



 

 

Lampiran 7 

Surat Izin Penelitian di RSUD Dr. H. Abdul Moeloek 

 

 

 



 

 

Lampiran 8 

Output Analisa Data dengan Program SPSS 

1. Output Hasil Distribusi Frekuensi 

Descriptive Statistics 
 N Minimum Maximum Mean Std. Deviation 

Hari_0 3 2649,34 13194,17 6588,7720 5755,77034 

Hari_1 3 5501,47 7163,61 6077,8517 940,89007 

Hari_3 3 1702,31 9740,38 4671,4293 4411,30329 

Hari_7 3 607,20 1811,15 1228,2441 602,87991 

Valid N (listwise) 3     

 
2. Output Hasil Uji Normalitas Menggunakan One-Sample Shapiro-Wilk Test 

Tests of Normality 

 
Kolmogorov-Smirnova Shapiro-Wilk 

Statistic df Sig. Statistic df Sig. 

Unstandardized Residual ,244 12 ,048 ,894 12 ,132 

a. Lilliefors Significance Correction 

 

3. Output Hasil Uji Linieritas 

ANOVA Table 

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Nilai_Cn * Perlakuan Between 

Groups 

(Combined) 52518557,120 3 17506185,707 1,301 ,339 

Linearity 45874552,729 1 45874552,729 3,408 ,102 

Deviation from 

Linearity 

6644004,391 2 3322002,196 ,247 ,787 

Within Groups 107674454,538 8 13459306,817   

Total 160193011,658 11    

 

 

 

 

 

 
 



 

 

4. Output Hasil Uji Heteroskedastisitas Metode Glejser 

Coefficientsa 

Model 

Unstandardized Coefficients 

Standardized 

Coefficients 

t Sig. B Std. Error Beta 

1 (Constant) 4519,641 1422,377  3,178 ,010 

Perlakuan -901,008 519,379 -,481 -1,735 ,113 

a. Dependent Variable: ABS_RESID 

 
5. Output Hasil Uji Regression Linier (Sederhana) 

Coefficientsa 

Model 

Unstandardized Coefficients 

Standardized 

Coefficients 

t Sig. B Std. Error Beta 

1 (Constant) 9013,576 2390,800  3,770 ,004 

Perlakuan -1748,801 872,997 -,535 -2,003 ,073 

a. Dependent Variable: Nilai_Cn 

 

 
 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Lampiran 9 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Lampiran 10 

Lembar Konsultasi 

 



 

 

 

 



 

 

 



 

 

 

 

 



 

 

Lampiran 11 

Turnitin 

 



 

 

 



 

 

 



 

 

 



 

 

 



Pengaruh Lama Waktu Penyimpanan Plasma Pada  
Pasien Positif Hepatitis B Terhadap Kuantitas HBV DNA  

Menggunakan Real-Time PCR 
 

 
Hanny Lestari1, Nurminha2, Hidayat3 

1 Program Studi Sarjana Terapan Teknologi Laboratorium Medis Poltekkes Tanjungkarang 
 

Abstrak 

Hepatitis B merupakan infeksi virus yang masih menjadi masalah kesehatan global. Deteksi HBV DNA secara 
molekuler dapat dilakukan dengan pemeriksaan HBV DNA menggunakan Real-Time PCR yang memiliki 
sensitivitas tinggi. Keberhasilan pemeriksaan dipengaruhi oleh kualitas sampel, salah satunya lama waktu 
penyimpanan plasma sebelum dilakukannya analisis. Penelitian ini bertujuan mengetahui pengaruh lama waktu 
penyimpanan plasma pada pasien positif hepatitis B terhadap kuantitas HBV DNA. Desain penelitian adalah quasi-
eksperimen. Lokasi dan waktu penelitian dilakukan di Laboratorium Biologi Molekuler Jurusan Teknologi 
Laboratorium Medis Poltekkes Tanjungkarang pada bulan Mei-Juni 2025. Sampel berupa plasma pasien positif 
hepatitis B disimpan selama 0, 1, 3, dan 7 hari. Analisis data yang digunakan adalah uji Regression Linier. Hasil 
menunjukkan adanya penurunan kadar HBV DNA seiring bertambahnya waktu penyimpanan dengan penurunan 
terbesar pada hari ke-7 yaitu 81,35%. Namun, hasil uji statistik menunjukkan tidak terdapat pengaruh yang 
signifikan antara lama waktu penyimpanan dengan kuantitas HBV DNA (p = 0,073). Simpulan dari penelitian ini 
adalah bahwa lama waktu penyimpanan plasma hingga 7 hari pada suhu -20°C tidak memberikan pengaruh 
signifikan terhadap kuantitas HBV DNA. Saran dari penelitian ini selanjutnya menggunakan jumlah sampel yang 
lebih besar dan mempertimbangkan variasi waktu serta suhu penyimpanan lainnya untuk mendapatkan hasil yang 
lebih representatif. 
 
Kata Kunci : Plasma, Waktu Penyimpanan, Kuantitas HBV DNA 
 
 

The Effect of Plasma Storage Time  
in Hepatitis B Positive Patients on the Quantity of HBV DNA  

Using the Real-Time PCR Method 
       

Abstract 

Hepatitis B is a viral infection that remains a significant global health concern. Molecular detection of HBV DNA 
can be performed using Real-Time PCR, which offers high sensitivity. The accuracy of this examination is influenced 
by sample quality, including the duration of plasma storage prior to analysis. This study aimed to investigate the 
effect of plasma storage duration in patients with confirmed hepatitis B infection on the quantity of HBV DNA. A 
quasi-experimental design was employed. The research was conducted at the Molecular Biology Laboratory, 
Department of Medical Laboratory Technology, Poltekkes Tanjungkarang, during May–June 2025. Plasma samples 
from hepatitis B-positive patients were stored for 0, 1, 3, and 7 days. Data analysis was performed using linear 
regression tests. The results demonstrated a decrease in HBV DNA levels with increasing storage duration, with the 
most substantial decline observed on day 7 (81.35%). However, statistical analysis showed no significant effect of 
storage duration on HBV DNA quantity (p = 0.073). In conclusion, plasma storage for up to 7 days at −20 °C did 

not have a significant impact on the quantity of HBV DNA. It is recommended that future studies include a larger 
sample size and consider variations in storage duration and temperature to obtain more representative findings. 
 
Keywords :  Plasma, Storage Duration, HBV DNA Quantity 
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Pendahuluan  

Penyakit infeksi virus hepatitis B saat 
ini tetap menjadi masalah kesehatan bagi 
masyarakat. Virus hepatitis B (HBV) 
menjadi penyebab utama pada hepatitis 
kronis, sirosis, maupun kanker hati di dunia. 
Berdasarkan laporan World Health Organization 
(2024), diperkirakan terdapat sekitar 254 juta 
individu yang mengalami infeksi hepatitis B 
kronis pada tahun 2022, dengan estimasi 1,2 juta 
kasus baru per tahun dan angka kematian 
mencapai 1,1 juta jiwa yang sebagian besar 
disebabkan oleh komplikasi penyakit hati. 

Peningkatan prevalensi infeksi HBV juga 
terjadi pada periode 2022–2023, di mana jumlah 
individu yang terdiagnosis hepatitis B secara 
global meningkat dari 62,4 juta menjadi 63,3 juta 
jiwa (CDA Foundation, 2023). Kondisi serupa 
terjadi di Indonesia, dengan estimasi jumlah 
kasus mencapai 555.593 pada tahun 2022 dan 
meningkat menjadi 574.296 kasus pada tahun 
2023. Angka kematian tahunan akibat hepatitis B 
di Indonesia pada periode yang sama tercatat 
lebih dari 60.000 jiwa (CDA Foundation, 2023). 
Data Riset Kesehatan Dasar tahun 2018 
menunjukkan bahwa prevalensi hepatitis B di 
Indonesia telah mencapai lebih dari satu juta 
kasus, di mana Provinsi Lampung mencatat 
31.462 kasus, termasuk 3.878 kasus yang berasal 
dari Kota Bandar Lampung (Riskesdas Nasional 
& Provinsi, 2018). 

Diagnosis hepatitis B dapat dilakukan 
melalui tes serologis, biokimia, dan molekuler 
(Abbas dkk., 2022). Pendekatan molekuler 
menjadi gold standard dalam mendeteksi HBV 
DNA pada serum atau plasma menggunakan 
PCR dengan metode amplifikasi asam nukleat 
(Hanjoyo dkk., 2021). PCR berfungsi 
mengamplifikasi urutan DNA tertentu menjadi 
ribuan hingga jutaan kopi secara in vitro (Joshi & 
Deshpande, 2011). Teknik ini sangat sensitif dan 
mampu mendeteksi DNA spesifik meskipun 
jumlah sampelnya sedikit (Aminah dkk., 2019). 

DNA mengandung materi genetik yang 
mengatur aktivitas biologis makhluk hidup. 
Isolasi DNA bertujuan memisahkan DNA dari 
komponen lainnya meliputi lemak, protein, dan 
karbohidrat untuk memperoleh DNA murni yang 
akan dianalisis dengan Polymerase Chain 
Reaction (PCR). Keberhasilan pemeriksaan HBV 
DNA menggunakan PCR sangat dipengaruhi 
oleh jumlah dan kemurnian DNA dalam sampel 
(Lio dkk., 2021). 

Menurut petunjuk Standard Operating 
Procedure (SOP) pemeriksaan HBV, spesimen 
plasma atau serum dapat disimpan pada suhu 15–

30°C selama 24 jam atau 2–8°C hingga 7 hari 
sebelum pemeriksaan. Namun, penyimpanan 
pada suhu -80°C sampai -20°C dianggap paling 
ideal karena dapat mempertahankan kualitas 
spesimen hingga 6 minggu (Kementerian 
Kesehatan RI, 2022).  

Salah satu faktor yang mempengaruhi 
kuantitas HBV DNA adalah waktu dan suhu 
penyimpanan. Jika pemeriksaan sampel tertunda, 
sampel harus disimpan dengan kondisi yang 
sesuai agar komponen di dalamnya tetap stabil. 
Lamanya penyimpanan dapat merusak sel darah 
serta menurunkan kadar dan kemurnian DNA 
akibat proses degradasi, baik secara alami 
maupun oleh mikroorganisme (Lio dkk., 2021). 
Oleh karena itu, sangat penting untuk 
diperhatikan saat penyimpanan sampel agar hasil 
pemeriksaan tidak terpengaruh.  

Berdasarkan penelitian yang dilakukan 
oleh Huang et al., (2017), penyimpanan sampel 
pada suhu 24°C lebih dari 3 hari menyebabkan 
penurunan signifikan terhadap konsentrasi DNA. 
Penyimpanan darah utuh hingga 15 hari juga 
dapat memicu lisisnya sel darah putih sehingga 
jumlah DNA menurun drastis. Durasi 
penyimpanan yang lama juga mengubah status 
metilasi DNA secara lokal dan global. (Huang et 
al., 2017). Sementara itu, penelitian yang 
dilakukan Handayani (2024), penyimpanan 
sampel whole blood donor yang disimpan selama 
1, 3, dan 7 hari pada suhu 2–8°C menyebabkan 
penurunan kuantitas HBV DNA. Kadar HBV 
DNA hari ke-1 sebesar 551.823 IU/mL menurun 
menjadi 213.367 IU/mL pada hari ke-3 dengan 
penurunan 61% dan 131.680 IU/mL pada hari ke-
7 dengan penurunan 76% (Handayani, 2024). 

Berdasarkan latar belakang tersebut, 
maka perbedaan atau pembaharuan yang akan 
dilakukan pada penelitian ini adalah 
menggunakan sampel berupa plasma pada pasien 
positif hepatitis B dengan variasi waktu 
penyimpanan selama 0, 1, 3, dan 7 hari yang 
disimpan di freezer dengan suhu -20oC 
menggunakan metode Real-Time PCR. Peneliti 
tertarik untuk melakukan penelitian terkait 
pengaruh lama waktu penyimpanan plasma pada 
pasien positif hepatitis B terhadap kuantitas HBV 
DNA menggunakan metode Real-Time PCR. 
 
Metode  

  Jenis penelitian ini bersifat eksperimen 
menggunakan desain penelitian quasi 
eksperimen. Lokasi pengambilan sampel 
dilakukan di Instalasi Laboratorium Patologi 
Klinik RSUD Dr. H. Abdoel Moeloek Provinsi 
Lampung dan analisa pemeriksaan dilakukan di 



 

Laboratorium Biologi Molekuler Jurusan 
Teknologi Laboratorium Medis Poltekkes 
Tanjungkarang pada bulan Mei-Juni tahun 2025. 
Sampel pada penelitian ini menggunakan sampel 
hasil pemeriksaaan positif hepatitis B yang 
diperoleh dari Instalasi Laboratorium Patologi 
Klinik RSUD Dr. H. Abdoel Moeloek Provinsi 
Lampung. Kriteria sampel penelitian ini yaitu 
berupa plasma pasien yang dinyatakan positif 
hepatitis B (HBV).  

Dalam penelitian ini, sampel plasma 
pasien positif hepatitis B yang sebelum disimpan 
(0 hari) akan diperiksa terlebih dahulu sebanyak 
3 kali untuk dijadikan sebagai kontrol. Sementara 
itu, sampel plasma pasien positif hepatitis B yang 
telah disimpan pada hari ke-1 (24 jam), hari ke-3 
(72 jam), dan pada hari ke-7 (168 jam) di suhu -
20oC akan diperiksa dengan pengulangan 
sebanyak 3 kali menggunakan Real-Time PCR. 
Analisis data yang digunakan dalam penelitian 
ini adalah analisis univariat untuk melihat 
distribusi frekuensi dari setiap variabel penelitian 
dan analisa bivariat dengan uji Regression Linier 
untuk mengetahui sejauh mana lama waktu 
penyimpanan plasma dapat mempengaruhi 
kuantitas HBV DNA. Namun sebelum 
melakukan uji Regression Linier dilakukan uji 
asumsi klasik terlebih dahulu yaitu uji 
normalitas, uji linieritas, dan uji 
heteroskedastisitas. 
 
Hasil 

Pada penelitian ini digunakan sampel 
berupa plasma dari pasien yang terkonfirmasi 
positif hepatitis B menggunakan metode ICT 
(Imunokromatografi). Plasma disimpan selama 0, 
1, 3, dan 7 hari. Sebelum penyimpanan, plasma 
dipisahkan terlebih dahulu dari whole blood 
menggunakan proses sentrifugasi. Sebagai 
kelompok kontrol, sampel plasma yang belum 
disimpan (0 hari) akan langsung diperiksa 
menggunakan metode Real-Time PCR, dengan 
pengulangan sebanyak 3 kali. Sisa sampel plasma 
lainnya disimpan di dalam freezer bersuhu -20°C 
untuk diuji kembali pada kelompok sampel 
penyimpanan hari ke-1, 3, dan 7 dengan 
perlakuan yang sama. Adapun hasil penelitian 
tercantum sebagai berikut: 
Tabel 1. Distribusi Frekuensi Kuantitas HBV DNA 
(Nilai Cn) Berdasarkan Lama Waktu Penyimpanan 
Plasma pada hari ke-0, 1, 3, dan 7 

Lama Waktu 
Penyimpanan 

Rata-rata  
(IU/mL) 

Penurunan 
(%) 

0 hari (Kontrol) 6588,77 0,00% 
1 hari 6077,85 7,75% 
3 hari 4671,42 29,10% 

7 hari 1228,24 81,35% 

Hasil analisis univariat didapatkan bahwa 
rata-rata kadar HBV DNA tertinggi diperoleh 
pada hari ke-1 sebesar 6077,85 IU/mL dan rata-
rata kadar terendah diperoleh pada hari ke-7 
sebesar 1228,24 IU/mL. Presentase penurunan 
kadar HBV DNA terendah terjadi pada 
penyimpanan hari ke-1 yaitu 7,75% dan 
presentase penurunan tertinggi terjadi pada 
penyimpanan hari ke-7 yaitu 81,35%. 

Adapun grafik penurunan antara kadar 
HBV DNA (nilai Cn) dengan lama waktu 
penyimpanan plasma tercantum pada gambar 1 
sebagai berikut: 

Gambar 1. Grafik Penurunan Rata-rata Kadar HBV 
DNA berdasarkan Lama Penyimpanan Plasma 
 

Sebelum dilakukan uji bivariat, maka 
dilakukan uji normalitas residual, uji linieritas, 
dan uji heteroskedastisitas terlebih dahulu untuk 
memenuhi asumsi klasik dari Regression Linier. 
Data yang diperoleh pada penelitian ini 
berjumlah 12, sehingga uji normalitas 
menggunakan uji One-Sample Shapiro-Wilk Test 
dengan melihat p-value. Hasil uji normalitas data 
disajikan dalam tabel 2 sebagai berikut: 
Tabel 2. Hasil Uji Normalitas Residual antara Lama 
Waktu Penyimpanan terhadap Kuantitas HBV DNA 

Shapiro-Wilk Sig. (p-value) 
Unstandardized Residual 

0,132 Lama Waktu Penyimpanan 
terhadap Kuantitas HBV DNA 

 
Hasil uji normalitas One-Sample 

Shapiro-Wilk Test menunjukkan bahwa nilai 
signifikansi residual sebesar 0,132 (p > 0,05). Hal 
ini menunjukkan bahwa residual berdistribusi 
normal, sehingga asumsi normalitas pada analisis 
regresi antara lama waktu penyimpanan terhadap 
kuantitas HBV DNA telah terpenuhi. Tahap 
analisis selanjutnya dilakukan menggunakan uji 
Linieritas. 
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Sebelum dilakukan uji Regression Linier, 
terlebih dahulu dilakukan uji linieritas untuk 
mengetahui apakah hubungan antara variabel 
independen (lama waktu penyimpanan) dengan 
variabel dependen (kuantitas HBV DNA) bersifat 
linier. Hasil uji linieritas disajikan dalam tabel 3 
sebagai berikut: 
Tabel 3. Hasil Uji Linieritas antara Lama Waktu 
Penyimpanan terhadap Kuantitas HBV DNA 

Lama Waktu Penyimpanan 
terhadap Kuantitas HBV DNA 

Sig. (p-value) 

Linearity 0,102 
Deviation from Linearity 0,787 

 
Berdasarkan hasil uji linearitas pada 

tabel di atas, diperoleh nilai signifikansi untuk 
Linearity sebesar 0,102 (p > 0,05) dan nilai 
Deviation from Linearity sebesar 0,787 (p > 
0,05).  Hal ini menandakan bahwa hubungan 
antara variabel independen (lama waktu 
penyimpanan) dengan variabel dependen 
(kuantitas HBV DNA) bersifat linier yaitu tidak 
ada penyimpangan dari linearitas. 

Tahap selanjutnya dilakukan uji 
heteroskedastisitas dengan metode Glejser untuk 
menguji apakah residual memiliki pola tertentu 
terhadap variabel independen (lama waktu 
penyimpanan). Hasil uji heteroskedastisitas 
disajikan dalam tabel 4 sebagai berikut: 
Tabel 4. Hasil Uji Heteroskedastisitas Metode Glejser 

Variabel Sig. (p-value) 
(Constant) 0,010 

Lama Waktu Penyimpanan 0,113 
 

Berdasarkan hasil pengujian, diperoleh 
nilai signifikansi untuk variabel lama waktu 
penyimpanan sebesar 0,113 (p > 0,05) yang 
menandakan bahwa data tidak mengalami gejala 
heteroskedastisitas. Hal ini menunjukkan bahwa 
pengaruh lama waktu penyimpanan terhadap 
nilai residual tidak signifikan secara statistik, 
sehingga asumsi heteroskedastisitas terpenuhi 
dan dapat dilanjutkan ke uji Regression Linier.  

Sebelum analisis Regression Linier 
dilakukan, telah dipastikan bahwa data 
memenuhi asumsi-asumsi dasar regresi yaitu 
normalitas, linearitas, dan heteroskedastisitas. Uji 
Regression Linier dilakukan untuk mengetahui 
pengaruh lama waktu penyimpanan plasma 
terhadap kuantitas HBV DNA. Hasil uji 
Regression Linier dapat dilihat pada tabel 
berikut: 
 
 
 

 

Tabel 5. Hasil uji Regression Linier Lama Waktu 
Penyimpanan Plasma pada hari ke-0, 1, 3, dan 7 
terhadap Kuantitas HBV DNA (Nilai Cn) 

Variabel Sig. (p-value) 

- Lama Waktu Penyimpanan 
Plasma hari ke-0, 1, 3, dan 7 

0,073 
- Kuantitas HBV DNA (Nilai 

Cn) 
 

Hasil uji Regression Linier menunjukkan 
bahwa nilai signifikansi sebesar 0,073 (p > 0,05). 
Hal ini menunjukkan bahwa secara statistik, tidak 
terdapat pengaruh yang signifikan antara lama 
waktu penyimpanan plasma terhadap kuantitas 
HBV DNA. 
 
Pembahasan 

Berdasarkan hasil penelitian, diketahui 
bahwa terjadi penurunan kadar HBV DNA secara 
bertahap seiring bertambahnya lama waktu 
penyimpanan plasma. Hal ini dapat dilihat dari 
rata-rata kadar HBV DNA pada variasi waktu 
simpan pada tabel 1. Rata-rata kuantitas HBV 
DNA (nilai Cn) tertinggi terjadi pada hari ke-1 
sedangkan rata-rata kuantitas HBV DNA (nilai 
Cn) terendah terjadi pada hari ke-7. Penurunan 
kadar HBV DNA ini sejalan dengan temuan 
Huang et al. (2017), yang menyatakan bahwa 
penyimpanan darah utuh pada suhu 24oC selama 
lebih dari tiga hari menyebabkan penurunan 
signifikan dalam konsentrasi DNA akibat 
degradasi dan aktivitas enzimatik residu. Meski 
dalam penelitian ini penyimpanan dilakukan pada 
suhu -20oC penurunan tetap terjadi yang 
mengindikasikan bahwa suhu -20oC tidak 
sepenuhnya menghentikan proses degradasi 
DNA, melainkan hanya memperlambat proses 
degradasi DNA.  

Selain itu, Lio dkk. (2021) turut 
menyatakan bahwa kualitas dan kuantitas DNA 
yang diekstraksi dari serum/plasma akan 
menurun seiring bertambahnya waktu 
penyimpanan, bahkan pada suhu rendah akibat 
terjadinya lisis sel darah putih. Namun, 
penyimpanan selama 24 jam (1 hari) 
menunjukkan tingkat presentase penurunan lebih 
rendah dibandingkan dengan waktu penyimpanan 
lainnya, yakni hanya 7,75%. Hal ini diperkuat 
dengan buku pedoman dari Kementerian 
Kesehatan RI (2022), yang menyatakan bahwa 
penyimpanan sampel plasma/serum untuk 
pemeriksaan molekuler masih dapat dilakukan 
dalam jangka waktu 24 jam (1 hari) dengan suhu 
15-30oC atau hingga 7 hari pada suhu 2-8oC 
dengan catatan bahwa pengujian harus segera 
dilakukan untuk meminimalkan degradasi. 
Penurunan yang relatif rendah pada hari ke-1 



 

dapat dikaitkan dengan masih terjaganya 
integritas DNA sebelum degradasi lebih lanjut 
terjadi. Hal ini juga sejalan dengan studi yang 
dilakukan oleh Handayani, (2024) yang 
menunjukkan bahwa kuantitas HBV DNA 
tertinggi juga ditemukan pada penyimpanan hari 
ke-1 dan mengalami penurunan signifikan pada 
hari ke-3 dan hari ke-7. 

Lama waktu penyimpanan merupakan 
salah satu faktor yang mempengaruhi stabilitas 
materi genetik dalam sampel. Enzim-enzim 
endogen dalam sampel seperti DNase dapat 
mengakibatkan degradasi DNA melalui proses 
pemecahan sehingga menyebabkan penurunan 
jumlah DNA yang terdeteksi. Oleh karena itu, 
penting untuk memperhatikan setiap tahapan 
mulai dari pengambilan sampel, suhu, dan durasi 
penyimpanan hingga proses isolasi DNA. Proses 
isolasi bertujuan untuk memperoleh DNA murni 
yang bebas dari kontaminan seperti protein atau 
senyawa pengganggu lainnya. Menurut Lio dkk. 
(2021), keberhasilan memperoleh DNA yang 
berkualitas sangat dipengaruhi oleh kualitas dari 
tahapan tersebut. Jika tidak dilakukan dengan 
baik, maka kualitas dan kuantitas DNA yang 
dihasilkan akan menurun sehingga berdampak 
pada validitas hasil analisis molekuler secara 
keseluruhan.  

Proses degradasi DNA virus hepatitis B 
(HBV) terjadi akibat kerusakan atau pemecahan 
DNA, baik secara alami selama siklus hidup 
virus oleh mikroorganisme maupun karena 
intervensi terapeutik. Ketika virus bereplikasi 
dalam hepatosit (sel hati), sebagian DNA dapat 
terdegradasi secara alami selama siklus hidupnya. 
Saat virus menginfeksi sel baru, sebagian DNA 
virus dapat mengalami kerusakan atau 
pemecahan (Sari & Andayani, 2019). Intervensi 
terapeutik juga dapat mempengaruhi degradasi 
DNA dengan adanya penggunaan antivirus maka 
virus tidak dapat menyelesaikan siklus 
replikasinya dengan baik sehingga dapat 
menghambat replikasi DNA dan mempercepat 
proses degradasi (Lio dkk. 2021). 

Keberhasilan dalam analisis molekuler 
seperti pemeriksaan HBV DNA, sangat 
dipengaruhi oleh jumlah (kuantitas) dan tingkat 
kemurnian DNA yang diperoleh dari sampel. 
Kedua faktor tersebut berperan penting dalam 
memastikan sensitivitas dan akurasi deteksi saat 
menggunakan metode Real-Time PCR 
(Pharmawati, 2014). Metode ini memiliki 
kemampuan untuk mendeteksi viral load atau 
jumlah DNA virus hepatitis B (HBV) dalam 
rentang yang luas dan dinamis, bahkan mampu 
mendeteksi hingga minimal 8 log10 salinan 
template DNA. Hal ini menunjukkan sensitivitas 

tinggi dari metode Real-Time PCR dalam 
mengidentifikasi keberadaan DNA virus dalam 
sampel. Kuantitas dan kualitas DNA menjadi 
faktor yang sangat menentukan dalam penerapan 
metode molekuler, karena akan mempengaruhi 
keberhasilan proses amplifikasi. Rendahnya 
jumlah DNA target dalam sampel plasma dapat 
disebabkan oleh durasi penyimpanan terlalu lama 
yang berpotensi menghambat proses amplifikasi 
atau bahkan menyebabkan kegagalan deteksi. 
Sebaliknya, jika DNA yang digunakan terlalu 
banyak maka kemungkinan besar akan 
teramplifikasi juga DNA non-target yang dapat 
mengganggu hasil analisis.  

Meskipun terlihat adanya penurunan 
kuantitas HBV DNA dari hari ke-0 hingga hari 
ke-7, hasil uji Regression Linier menunjukkan 
nilai signifikansi sebesar 0,073 (> 0,05). Hasil ini 
mengindikasikan bahwa secara statistik tidak 
terdapat pengaruh signifikan antara lama waktu 
penyimpanan plasma terhadap kuantitas HBV 
DNA sehingga hipotesis nol (H0) diterima. Hasil 
ini menunjukkan bahwa variasi lama 
penyimpanan plasma tidak cukup kuat secara 
statistik untuk mempengaruhi kuantitas HBV 
DNA secara signifikan meskipun terdapat pola 
penurunan yang jelas secara numerik. Menurut 
Bustin (2005), nilai ambang deteksi (Cycle 
Threshold) pada Real-Time PCR sangat sensitif 
terhadap kualitas dan kuantitas DNA template. 
Oleh karena itu, setiap terjadinya degradasi 
meskipun tidak signifikan secara statistik, tetap 
berpotensi mengganggu interpretasi klinis 
khususnya dalam evaluasi viral load dan 
monitoring terapi antivirus pada pasien positif 
hepatitis B. 

Hasil penelitian ini menegaskan 
pentingnya pengelolaan waktu dan suhu dalam 
pre-analitik pemeriksaan molekuler. 
Penyimpanan plasma lebih dari tiga hari pada 
suhu -20oC cenderung menyebabkan penurunan 
terhadap kuantitas HBV DNA sehingga dapat 
mempengaruhi sensitivitas hasil pemeriksaan. 
Oleh karena itu, disarankan untuk segera 
memproses sampel atau menyimpannya pada 
suhu beku (-80oC) jika pemeriksaan tidak dapat 
dilakukan dalam waktu dekat (terjadi 
penundaan). Hal ini sesuai dengan rekomendasi 
WHO dan studi terdahulu Fraga et al. (2014) 
yang mengatakan bahwa stabilitas DNA lebih 
baik disimpan pada suhu yang lebih rendah 
dalam waktu yang lama. 

Penelitian ini memiliki sejumlah 
keterbatasan yang perlu diperhatikan, terutama 
terkait dengan jumlah sampel yang relatif sedikit, 
keterbatasan suhu dan variasi waktu 
penyimpanan plasma serta tidak mengukur 



 

konsentrasi DNA di awal. Keterbatasan tersebut 
berpotensi mempengaruhi kemampuan analisis 
statistik dalam mendeteksi perbedaan yang 
signifikan antar perlakuan. Jumlah sampel yang 
terbatas dapat mengurangi representatif data 
terhadap populasi yang lebih besar. Suhu dan 
variasi waktu penyimpanan yang sedikit juga 
dapat membatasi ruang lingkup interpretasi 
terhadap pengaruh lama penyimpanan plasma 
terhadap kuantitas HBV DNA. Selain itu, tidak 
mengukur konsentrasi DNA di awal juga dapat 
memberikan hasil yang berbeda-beda di setiap 
perlakuannya. Oleh karena itu, pada penelitian 
selanjutnya disarankan untuk melibatkan jumlah 
sampel yang lebih besar, menambah suhu dan 
rentang waktu penyimpanan yang lebih 
bervariasi, serta mengukur konsentrasi DNA di 
awal sebelum running Real-Time PCR. 
 
Simpulan 

Berdasarkan hasil penelitian yang telah 
dilakukan dapat disimpulkan bahwa rata-rata 
kuantitas HBV DNA (nilai Cn) tertinggi terjadi 
pada hari ke-1 sebesar 6077,85 IU/mL dengan 
presentase penurunan terendah yaitu 7,75%, 
sedangkan rata-rata kuantitas HBV DNA (nilai 
Cn) terendah terjadi pada hari ke-7 sebesar 
1228,24 IU/mL dengan presentase penurunan 
tertinggi yaitu 81,35%. Tidak terdapat pengaruh 
yang signifikan antara lama waktu penyimpanan 
plasma pada hari ke-0, 1, 3, dan 7 terhadap 
kuantitas HBV DNA dengan nilai sig. (p-value) 
sebesar 0,073 (p > 0,05). 
 
Saran 

Disarankan pada penelitian selanjutnya 
menggunakan jumlah sampel yang lebih besar, 
menambah variasi suhu yang lebih dingin dan 
waktu penyimpanan lebih lama, serta mengukur 
konsentrasi DNA di awal sebelum running Real-
Time PCR. Penting untuk memperhatikan waktu 
dan suhu penyimpanan plasma terutama saat 
terjadi penundaan pemeriksaan. Penyimpanan 
dalam waktu yang singkat (≤ 1 hari) dan pada 
suhu simpan yang sesuai -200C masih dapat 
mempertahankan stabilitas DNA secara optimal 
namun tetap harus mempertimbangkan potensi 
degradasi secara deskriptif. 
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