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ABSTRACT

Molecular diagnosis is a method of diagnosis that aims to understand the molecular mechanism of a
disease in each individual patient (personalized medicine / dentistry) as well as the identification
process in the forensic field. This method will be very beneficial in this modern world of health. One of
the molecular identification techniques that can be used as a means is the DNA amplification
technique using the PCR method. This technique is able to multiply the DNA strand of the sample so
that it can be analyzed more clearly. Where in the process good DNA quality can be obtained from
good samples too. This is a basic requirement that must be met in molecular studies, especially in
DNA fingerprinting, whereas in field practice unexpected things often occur either in the sample
collection process or the availability of chemicals which result in a delay in a DNA extraction process.
While the long storage time can cause damage to blood cells including DNA due to natural
degradation or by microorganisms (fungi and bacteria). Comparative study and the effect of storage of
serum samples on DNA quality: Observation for 1 year was a descriptive analytic study to see
whether there was an effect of storage at -4°C on DNA quality. This study used an analytic
observational method with a cross-sectional approach. The research sample was blood serum.
Genetic analysis is performed by isolating DNA from serum using routine procedures. Based on the
research results, it was found that the Sig. DNA levels in 2019 and 2020 were 0.018 and the Sig. DNA
purity in 2019 and 2020 was 0.00. This shows the effect of 1 year storage time on the quality of DNA
from blood serum samples.

Keywords: Time, Storage, Quality, DNA, serum

ABSTRAK

Diagnosis molekuler merupakan metode yang digunakan untuk memahami mekanisme molekuler
suatu penyakit pada setiap individu maupun proses identifikasi dalam bidang forensik. Metode ini
akan sangat menguntungkan dalam dunia kesehatan modern ini. Salah satu teknik molekuler yang
sering digunakan adalah teknik amplifikasi DNA dengan metode PCR. Teknik ini mampu
melipatgandakan untai DNA sehingga dapat lebih jelas dianalisis. Hasil dari metode PCR dipengaruhi
oleh kualitas dan kuantitas dari materi genetik dalam sampel, juga proses isolasi DNA yang
dilakukan. Hal ini merupakan syarat dasar yang harus dipenuhi dalam studi molekuler, sedangkan
dalam praktek lapangan sering terjadi hal-hal yang tidak terduga baik dalam proses pengumpulan
sampel yang memerlukan waktu lama ataupun ketersediaan bahan kimia yang kurang berakibat
terjadinya penundaan sebuah proses ekstraksi DNA. Lamanya waktu penyimpanan dapat
menyebabkan DNA terdegradasi baik secara alami atau akibat mikroorganisme. Penelitian pengaruh
waktu penyimpanan sampel serum terhadap kauntitas dan kualitas DNA : Pengamatan selama 1
tahun merupakan penelitian deskriptif analitik untuk melihat apakah ada pengaruh penyimpanan pada
suhu 4°C terhadap kualitas DNA. Penelitian ini menggunakan metode observasional analitik dengan
pendekatan cross-sectional. Sampel penelitian ini merupakan serum darah. Analisis genetik
dilakukan dengan mengisolasi DNA dari serum menggunakan prosedur rutin. Berdasarkan hasil
penelitian diperoleh bahwa nilai Sig. kadar DNA tahun 2019 dan 2020 sebesar 0.018 dan nilai Sig.
kemurnian DNA tahun 2019 dan 2020 seberar 0.00. Hal ini menunjukkan adanya pengaruh waktu
penyimpanan selama 1 tahun terhadap menurunnya kuantitas dan kualitas DNA dari sampel serum
darah.

Kata Kunci: Waktu, Peyimpanan, Kualitas, DNA, serum
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Pengamatan Selama 1 Tahun

PENDAHULUAN

DNA adalah materi genetik dalam
tubuh mahluk hidup yang berperan dalam
pengaturan aktivitas biologisnya. Molekul
DNA dalam suatu sel dapat diekstraksi
atau diisolasi dari berbagai macam sumber
seperti organ, jaringan maupun darah.
Salah satu sumber DNA yang sering
digunakan  sebagai sampel dalam
penelitian dibidang kedokteran maupun
forensik adalah darah, baik dalam bentuk
whole blood maupun serum. Adapun
tujuan dilakukannya ekstraksi atau isolasi
adalah untuk keperluan seperti amplifikasi
dan analisis DNA. Isolasi DNA dilakukan
dengan tujuan untuk memisahkan DNA
dari bahan lain seperti protein, lemak, dan
karbohidrat. Prinsip utama dalam isolasi
DNA ada tiga yakni penghancuran (lisis),
ektraksi atau pemisahan DNA dari bahan
padat seperti selulosa dan protein, serta
pemurnian DNA (Corkill dan Rapley, 2008;
Dolphin, 2008).

Keberhasilan teknik molekuler dapat
dipengaruhi oleh beberapa faktor, seperti
jenis sampel, jumlah sampel. Proses
pengerjaan, kemampuan sumber daya
manusia, serta fasilitas yang ada. Selain
faktor-faktor di atas, kerap kali terdapat
faktor-faktor penghambat yang
menyebabkan  terjadinya penundaan
proses ekstrasi atau isolasi DNA seperti
proses pengumpulan atau pencarian
sampel, lokasi pengambilan yang jauh,
harga bahan kimia yang sangat mahal
serta pengadaannya yang memakan waktu
sangat lama, karena pada umumnya
bahan kimia yang diperlukan adalah
produk impor (Syafaruddin et al., 2011).
Kualitas DNA yang baik yang diperoleh
dari hasil ekstraksi merupakan syarat
dasar yang harus dipenuhi dalam studi
molekuler, terutama dalam penandaan
sidik jari DNA, sedangkan pengaruh lama
waktu penyimpanan dapat menyebabkan
kerusakan sel-sel darah termasuk DNA

akibat terdegradasi secara alami atau oleh
mikroorganisme (jamur dan bakteri) (Liu et
al., 2007).

DNA hasil isolasi selanjutnya
dilakukan cek kuantitas dan kualitas untuk
melihat konsentrasi dan kemurniannya
dengan menggunakan spektrofotometer
dan elektroforesis gel.Uji kualitas DNA
dilakukan dengan horizontal elektroforesis,
pengecekan hasil isolasi DNA pada gel
agarose. Pengukuran konsentrasi DNA
dengan spektrofotometer dilakukan pada
panjang gelombang 260 nm, sedangkan
kemurniaan DNA dari kontaminasi diukur
dengaan perbandingan A260 nm dengan
A280 nm. DNA dibaca pada
spektrofotometer dengan panjang
gelombang 260nm dan protein dibaca
pada panjang gelombang 280. Batas
kemurnian yang biasa dipakai dalam
analisis molekuler pada rasio A260/A280
adalah 1,8-2,0 (Sambrook et al., 2001).

Pengukuran kualitas dan kuantitas
DNA diperlukan untuk mengetahui kualitas
DNA, sehingga dapat ditentukan
pengenceran yang diperlukan guna
mendapatkan konsentrasi yang seragam
untuk digunakan dalam analisis PCR.
Pengenceran DNA vyaitu hasil ekstraksi
DNA yang didapatkan dicampur
aquabides. Perbandingan antara DNA dan
aquabides disesuaikan dengan besarnya
pengenceran (Muzuni et al., 2014)

Diagnosis  molekuler merupakan
metode diagnosis yang bertujuan untuk
memahami mekanisme molekuler suatu
penyakit pada setiap individu pasien
(personalized medicine/dentistry). Metode
ini akan sangat menguntungkan dalam
peningkatan keamanan penghantaran obat
dan keefektivan terapi pada berbagai
penyakit di masa mendatang (Jain, 2009).
Salah satu teknik identifikasi molekuler
yang dapat digunakan sebagai sarana

diagnosis penyakit adalah teknik
amplifikasi DNA. Teknik ini mampu
melipatgandakan untai DNA  sampel
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sehingga dapat dianalisis dengan lebih
jelas. (Hoff, 2006).

Polymerase Chain Reaction
merupakan suatu reaksi in-vitro untuk
menggandakan jumlah molekul DNA pada
target tertentu dengan cara mensintesis
molekul DNA baru yang berkomplemen
dengan molekul DNA target dengan
bantuan enzim dan oligonukleotida
sebagai primer dalam suatu thermocycler.
Panjang target DNA berkisar antara
puluhan sampai ribuan nukleotida yang
posisinya diapit sepasang primer
(Muladno, 2010).

PCR memiliki beberapa keunggulan,
diantaranya dapat memperbanyak DNA
pada bagian yang spesifik sesuai dengan
yang diharapkan, memiliki sensivitas tinggi,
mampu memberikan hasil dalam waktu
singkat, mendeteksi  sampel yang
terkontaminasi maupun menyeleksi sampel
negatif, dapat mengidentifikasi organisme
secara mendetail. Namun, PCR memiliki
beberapa kelemahan, diantaranya DNA
yang bukan merupakan target dapat
tedeteksi, seperti DNA sel bakteri yang
mati . (Prayoga dan Wardani,2015).

Fokus penelitian ini adalah ingin
melihat pengaruh waktu penyimpanan
serum selama 1 tahun terhadap kuantitas
dan kulitas DNA yang diukur dengan
spektrofotometer dan visualisasi
menggunakan ektroforesis. Hasil penelitian
ini diharapkan dapat menjadi masukan

dalam melakukan analisis molekuler
terutama berkaitan = dengan  waktu
penyimpanan.

METODE PENELITIAN

Penelitian dilaksanakan pada bulan
April 2019 - Juni 2020 di Laboratorium
Molekuler Program Studi D-IV Teknologi
Laboratorium Medis STIKES Mandala
Waluya Kendari dengan menggunakan
metode observasional analitik. Penelitian
ini menggunakan darah yang diambil dari
vena yang terdapat di lengan. Darah
tersebut kemudian dimasukkan ke dalam

tabung yang mengandung EDTA kemudian
disentrifuse untuk memisahkan sel darah
dan serum. Setelah proses pemisalah
serum, masing-masing sampel kemudian
dipisahkan ke dalam dua buah tabung.
Tabung pertama kemudian diproses
ekstrasi/isolasi DNA sedangkan tabung
lainnya disimpan dalam lemari pendingin
dengan suhu -4°C untuk di ekstraksi/isolasi
1 tahun kemudian.

Isolasi DNA dari sampel serum
menggunakan kit isolasi dan purifikasi
DNA (The DNA Extraction) dari Geneaid.
Pada penelitian ini menggunakan primer
gen (glukokinase exon 7. Penentuan
genotip GCK yaitu dengan cara fragmen
DNA diamplifikasi dengan forward primer
5'-AGTGCAGCTCTCGCTGACAG-3' dan
5'-CATCTGCCGCTGCACCAGAG-
3’sebagai primer reverse dengan ukuran
panjang produk 285 pb (Stoffel et al.,
1992 ; Kanthimathi et al., 2014).

Pengukuran konsentrasi DNA
dengan spektrofotometer dilakukan pada
panjang gelombang 260 nm, sedangkan
kemurniaan DNA dari kontaminasi diukur
dengaan perbandingan A260 nm dengan
A280 nm. DNA dibaca pada
spektrofotometer dengan panjang
gelombang 260nm dan protein dibaca
pada panjang gelombang 280. Batas
kemurnian yang biasa dipakai dalam
analisis molekuler pada rasio A260/A280
adalah 1,8-2,0 (Sambrook et al.,2001).

Campuran reaksi PCR (volume akhir
25 L) terdiri dari: 2uL primer mix (1 pL
primer forward dan 1 pL primer reverse)
ke dalam microtube PCR 0,2 ml
ditambahakan 15 yL PCR master mix (1x
buffer PCR, 150 nM dNTP, dan 0,5 U Taq
DNA polymerase), kemudian ditambahkan
3 UL Nuclease Free Water dan 5 yL DNA
template. Kondisi temperatur reaksi PCR
gen GCK adalah sebagai berikut:
Denaturasi awal dilakukan pada suhu
94°C selama 5 menit yang diikuti oleh 35
siklus, denaturasi pada suhu 94°C selama
1menit, annealing pada suhu 60°C selama
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1menit, extension pada suhu 72°C selama
2menit, dan final extension pada suhu
72°C selama 10 menit (Stoffel et al., 1992 ;
Kanthimathi et al., 2014). Kemudian
dielektroforesis menggunakan gel agarose
1,5% dengan menggunakan jumlah DNA
hasil PCR sebanyak 5 pL.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil Penelitian

Hasil pengukuran Kuantitas dan
Kualitas DNA

Hasil pengukuran kuantitas atau
kadar dan kualitas atau kemurnian DNA
menunjukkan bahwa penundaan waktu
perlakuan yang diberikan pada serum
menunjukkan penurunan kuantitas DNA
dan rasio absorbansi A260/ A280 yang di

tunjukkan pada Tabel 1. berikut ini:

Tabel 1. Uji Kuantitas dan Kualitas DNA

Kadar Kadar Kemurnian Kemurnian

DNA (ug/mL) DNA (ug/mL) leameeeineineid el reonieid

No. Sampel Sebelum Setelah Dpr FangineT DNA Setelah

N - g Penyimpanan 1 Penyimpanan 1

Penyimpanan Penyimpanan tahiiif tahiif
1 tahun 1 tahun NSO S
1 D1 12200 12185 1.076 1.101
2 D2 12195 12150 1.071 1.107
3 D3 12380 12360 1.076 1:111
4 D4 12295 12295 1.074 1.106
S D5 12255 12205 1.076 1.096
6 D6 12480 12400 1.066 1111
T D7 12230 12195 1.069 1.105
8 D8 12495 12470 1.068 1.109

Hasil Analisis Data Kuantitatif

Data dapat diketahui jika telah
terdistribusi atau tersebar secara normal
atau tidak secara analitis maka diperlukan
uji normalitas. Uji normalitas dapat
dilakukan dengan metode ShapiroWilk
karena jumlah sampel < 50. Jika uji
normalitas data yang dihasilkan
berdistribusi normal, maka dilanjutkan ke
uji parametrik yaitu Uji Paired Sample T
Test untuk membandingkan selisih dua
mean dari dua sampel yang berpasangan.
Jika uji normalitas data menunjukkan
distribusi tidak normal maka dilanjutkan
dengan uji wilcoxon yang bertujuan untuk
mengetahui apakah keduanya mempunyai
hubungan dari dua sampel yang
berpasangan.

Tabel 2. Hasil uji normalitas

Hasil Uji
Data Normalitas
Shapiro Wilk
Kadar DNA dgn serum 0.000
sebelum penyimpanan
Kadar DNA dari serum
dengan penyimpanan 0.366
1 tahun
Kemurniaan DNA dari
serum sebelum 0.161
penyimpanan
Kemurniaan DNA dari
serum dengan 0.384
penyimpanan 1 tahun
Tabel 2. Hasil Uji Normalitas

menunjukkan bahwa kadar DNA dari
serum sebelum penyimpanan yang diuji
pada tahun 2019 memiliki nilai p 0.000
atau <0.05,
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sehingga distribusi data dinyatakan tidak
normal. Sedangkan uji normalitas kadar
DNA yang diuji dari serum yang disimpan

elektroforesis gel, berupa visualisasi pita
pada gel agarose sesuai dengan panjang
target yang diinginkan yaitu 285 bp. Hasil

selama 1 tahun, kemurnian DNA dari
serum  sebelum  penyimpanan dan
Kemurnian DNA dari serum dengan Gambar 1. Menunjukkan bahwa dari
penyimpanan 1 tahun menunjukkan nilai sampel serum yang diisolasi sebelum
p> 0,05 sehingga distribusi data penyimpanan mgnunjukkan kedelapan pita
dinyatakan normal. Berdasarkan data masih tamqu Jellas.. Gambar 2 Yang
tersebut maka uji perbedaan antara kadar me_rupakan visualisasi ha__sn ele_ktrofore3|s
dari sampel vyang diisolasi setelah
DNA dari serum sebelum dan setelah penyimpanan selama 1 tahun
penyimpanan selama 1 tahun akan menunjukkan hanya 4 pita saja.
dilanjutkan dengan uji Wilcoxon sedangkan
uji perbedaan antara kemurnian DNA dari
serum sebelum dan setelah penyimpanan
selama 1 tahun akan dilanjutkan dengan
uji Paired Sampel Test. Hasil uji perbedaan
kadar dan kemurniaan DNA dari serum
sebelum dan setelah penyimpanan 1 tahun
di tunjukkan pada Tabel 3.

pemeriksaan dapat dilihat pada Gambar 1.
dan Gambar 2.

S00Eg
i
Tabel 3. Hasil Uji Perbedaan 3005
Data Nilai
Signifikansi
Kadar DNA dari serum
sebelum dan setelah 0.018

penyimpanan 1 tahun
Kemurniaan DNA dari
serum sebelum dan

Gambar 1. Visualisasi hasil Elektroforesis

setelah penyimpanan 1 0.000 dari sampel yang diisolasi
tahun sebelum  penyimpanan 1

tahun. M=Marker dan D1-D8

Hasil Elektroforesis = sampel
Hasil amplifikasi DNA akan dinilai

secara kualitatif melalui metode

M bD.6p7D.8

M DI D.2 D.3 DM D5

500 bp

400 bp ,__/
300 bp
200 bp

500 bp
400 bp.
300 bp

300 by

100 bp |I . .

100 bp

Gambar 2. Visualisasi hasil Elektroforesis dari sampel yang diisolasi setelah penyimpanan 1
tahun. M=Marker dan D1-D8 = sampel
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Pembahasan

DNA merupakan materi genetik
dalam tubuh mahluk hidup yang dapat
diektraksi keluar dengan menggunakan
beberapa metode isolasi/ ekstraksi DNA.
Metode-metode tersebut tergantung pada
jenis sampel yang digunakan. Proses
isolasi dan purifikasi DNA  memiliki
beberapa faktor penentu diantaranya
adalah: komposisi saat penambahan
larutan buffer, penghomogenan sampel,
serta penghilangan enzim-enzim
penghambat (Syafaruddin dan Santoso,
2011). Tujuan dari isolasi DNA adalah
memperoleh DNA murni yang bebas dari
protein dan kandungan lainnya dari sebuah
sampel.

Keberhasilan  analisis  molekuler
dipengaruhi oleh jumlah atau kuantitas dan
kemurnian sampel (Pharmawati, 2009).
Kuantitas DNA dalam sampel yang cukup
diperlukan untuk proses amplifikasi agar
mendapatkan mencapai DNA yang cukup
untuk divisualisasikan dengan metode
elektroforesis. Kualitas kemurnian DNA
yang baik akan meminimalisir bahan lain
yang dapat mempengaruhi  proses
amplifikasi  DNA. Lamanya  waktu
penyimpanan merupakan salah satu faktor
yang dapat menyebabkan kerusakan sel-
sel darah juga DNA. Kerusakan ini dapat
terjadi karena adanya mikroorganisme
seperti jamur dan bakteri ataupun karena
sebab alami menyebabkan terjadinya
degradasi DNA (Liu et al., 2007).

Hasil uji statistik Wilcoxon untuk
mengetahui perbedaan antara kadar DNA
yang diisolasi dari serum sebelum dan
sesudah penyimpanan selama 1 tahun
menunjukkan nilai signifikansi 0.018. Hasil
uji perbedaan tingkat kemurniaan DNA dari
serum sebelum dan setelah penyimpanan
1 tahun menunjukkan nilai signifikansi
0.000. Nilai signifikan tersebut berarti
bahwa ada perbedaan antara kadar dan
kemurniaan DNA yang diisolasi dari serum
sebelum dan setelah penyimpanan selama

1 tahun dalam lemari pendingin dengan
suhu -4°C. Berdasarkan perbedaan
tersebut dapat disimpulkan pula bahwa
ada pengaruh antara waktu penyimpanan
serum terhadap kuantitas dan kualitas
DNA. Hal ini sesuai dengan penelitian
yang dilakukan oleh Putri, 2015 yang
menyatakan bahwa akibat penyimpanan
dalam kurun waktu berbeda (satu, dua,
tiga, dan empat bulan) pada besi dan kayu,
meyebabkan DNA mengalami penurunan
kuantitas DNA yang sejalan dengan lama
waktu penyimpanan. Hasil yang sama juga
ditunjukkan oleh penelitian Putri, 2016
yang menunjukkan bahwa akibat paparan
tanah atau air laut pada jaringan otot
psoas jenazah selama 1, 7 hingga 20 hari
terjadi penurunan pada kualitas dan
kuantitas DNA secara signifikan meskKi
masih dapat diekstraksi.

Tejadinya penurunan kadar dan
kemurnian DNA akibat waktu penyimpanan
dapat terjadi karena  penyimpanan
mengakibatkan kerusakan sel darah juga
DNA sebagai akibat degradasi baik secara
alami atau karena mikroorganisme (Liu et
al.,, 2007). Selain itu, proses pengerjaan
juga dapat mengakibatkan degradasi DNA,
seperti pemipetan sampel yang berulang-
ualang, meletakkan sampel pada suhu
kamar dalam waktu cukup lama,
pembekuan dan pengenceran
berulangkali, serta kontaminasi dapat
mengakibatkan  DNA terdegradasi.
(Altshuler, 2006; Muzuni et al., 2014).

Kuantitas dan kualitas DNA adalah
faktor penting dalam metode molekuler
sebab akan sangat mempengaruhi
peroses amplifikasi. Rendahnya kuantitas
DNA target dalam sampel dapat
menyebabkan kemungkinan tidak
terjadinya amplifikasi, sedangkan jika
terlalu banyak maka kemungkinan akan
didapatkan lebih DNA vyang bukan
merupakan DNA target (Yuwono, 2006;
Kennedy, 2011). Jenis metode molekuler
yang digunakan berpengaruh terhadap
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jumlah  DNA vyang dibutuhkan. Dalam
metode PCR dibutuhkan sekitar 5 ug
oligonukleotida DNA tamplate untuk sekitar
1 mM reaksi dalam volume 50-100 ul
(Yusuf, 2010). Jumlah kadar DNA yang
dibutuhkan dalam analisis DNA forensik
dengan pemeriksaan Short Tandem
Repeat (STR) hanya membutuhkan
konsentrasi DNA minimal antara 1-25 ng
(Kusuma dan Yudianto, 2010). Akan tetapi
penurunan kadar DNA hingga 1 ng dapta
berpengaruh pada penurunan kemampuan
deteksi DNA hingga 95% (Sosiawan,
2007). Selain kuantitas DNA dari sampel,
juga dibutuhkan kualitas DNA yang baik
yaitu tidak dalam kondisi terkontaminasi
dan terdegradasi parah sebab dapat
mengakibatkan  primer tidak  dapat
menempel pada DNA target yang akan
digandakan (Kusuma dan Yudianto, 2010).
Hasil visualisasi DNA dengan
elektroforesis gel agarose juga mengalami
pengurangan. Hasil elektroforesis dari
DNA yang diisolasi sebelum penyimpanan
selama 1 tahun yang ditunjukkan oleh
Gambar 1. menunjukkan adanya pita DNA
pada panjang 285bp pada ke-8 sampel.
Sedangkan pada hasil elektroforesis dari
DNA yang diisolasi setelah penyimpanan
selama 1 tahun yang ditunjukkan oleh
Gambar 2. hanya 4 sampel yang
menunjukkan pita DNA. Hal ini dapat
disebabkan oleh terjadinya kegagalan
deteksi DNA pada pemeriksaan dengan
metode PCR yang disebabkan oleh DNA
telah mengalami degradasi selama waktu
penyimpanan 1 tahun. Mengenai
kemungkinan penyebab kegagalan deteksi
DNA antara lain: jumlah DNA target yang
minimal, degradasi DNA sehingga primer
tidak dapat menempel dan kurangnya DNA
polymerase, siklus serta inhibitor PCR.

KESIMPULAN
Berdasarkan hasil penelitian maka

dapat disimpulkan bahwa waktu
penyimpanan sampel serum selama 1

tahun dapat menyebabkan penurunan
pada kualitas dan kuantitas DNA.
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