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ABSTRAK 

 

Ivan Tegarman Gaurifa 092021007 

Deteksi Gen Hemoglobin E (HbE) Metode Elektroforesis Gel pada Pasien 

Anemia di Rumah Sakit Santa Elisabeth Medan 2025 

 

( xviii + 62 + Lampiran) 

 
Anemia merupakan masalah kesehatan yang penting untuk segera ditangani karena bisa 

menyebabkan kelelahan, gangguan organ, dan menurunkan kualitas hidup. Secara 

biomolekuler, anemia bisa terjadi akibat gangguan pada Hemoglobin, yaitu protein yang 

membawa oksigen dalam darah. Salah satu penyebabnya adalah mutasi gen HbE.  

Provinsi dengan kasus anemia tertinggi di Indonesia adalah Papua Barat, dengan angka 

sebesar 23,6% pada Tahun 2023. Posisi berikutnya ditempati oleh Papua, Papua Selatan, 

dan DKI Jakarta sebesar 10,1%. Penelitian ini bertujuan mendeteksi gen Hemoglobin E 

(HbE) Metode Elektroforesis Gel pada pasien Anemia. Rancangan penelitian 

menggunakan deskriptif kuantitatif dengan populasi 25 pasien anemia. Teknik 

pengambilan sampel menggunakan Total sampling dengan jumlah sampel sebanyak 25 

responden. Pemeriksan gen HbE dilakukan dengan menggunakan mini PCR dan 

Elektroforesis Gel. Hasil penelitian menunjukkan bahwa kadar Hb responden berada 

dalam rentang 7,8 hingga 11,7 gr/dL yang mengkonfirmasi status anemia berdasarkan 

hasil pemeriksaan kadar Hb. Hasil deteksi gen HbE metode elektroforesis gel yaitu 

terdapat pita pada gel namun kualitas pita yang terbentuk terlihat samar dan tidak jelas 

sehingga tidak memungkinkan untuk dilakukan interpretasi secara akurat terhadap 

kemungkinan adanya mutasi pada gen HbE di Rumah Sakit Santa Elisabeth Medan. 

 

Kata Kunci : Anemia, Elektroforesis, Gen HbE, Kadar Hb, PCR 
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ABSTRACT 
 

Ivan Tegarman Gaurifa 092021007 

Detection of Hemoglobin E (HbE) Gene by Gel Electrophoresis Method in 

Anemia Patients at Santa Elisabeth Hospital Medan 2025 

 

(xviii + 62 + Attachment) 

 
Anemia needs to be treated immediately because it can cause fatigue, organ disorders, 

and reduce the quality of life. Biomolecularly, anemia can occur due to disorders in 

Hemoglobin, which is a protein that carries oxygen in the blood. One of the causes is the 

HbE gene mutation. The province with the highest anemia cases in Indonesia is West 

Papua, with a rate of 23.6% in 2023. The next position is occupied by Papua, South 

Papua, and DKI Jakarta at 10.1%. This study aims to detect the Hemoglobin E (HbE) 

gene by gel Electrophoresis method in anemia patients. The research design used 

descriptive quantitative with a population of 25 anemia. The sampling technique used 

Total sampling with a sample size of 25 respondents. The examination of the HbE gene 

was carried out using mini PCR and Gel Electrophoresis. The result of study showed that 

respondents Hb levels ranged from 7,8 to 11,7 gr/dL, which confirmed anemia status 

based on the results of the Hb level examination.  The results of the detection of the HbE 

gene by the gel electrophoresis method is that there are bands in the gel but the quality of 

the bands formed looks vague and unclear so it is not possible to accurately interpret the 

possibility of mutations in the HbE gene at Santa Elisabeth Medan Hospital. 

 
Keyword : Anemia, Electrophoresis, HbE Gene, Hb Levels 
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BAB 1 

PENDAHULUAN 

 

1.1. Latar Belakang  

Anemia termasuk ke dalam penyakit tidak menular yang banyak dialami 

dikalangan masyarakat tidak hanya di rawat jalan bahkan juga banyak di rawat 

inap. Anemia merupakan masalah yang perlu ditangani karna jika tidak ditangani 

bisa menimbulkan komplikasi berkelanjutan yang membuat kualitas hidup 

menurun. Jika tubuh tidak mampu menghasilkan atau mempertahankan jumlah 

dan kualitas sel darah merah yang optimal akibat gangguan pada proses 

pembentukan, regenerasi atau fugsi sel darah merah dapat dikatakan mengalami 

anemia.  

Anemia merupakan permasalahan kesehatan yang terjadi secara global, 

terutama yang menimpa remaja perempuan, wanita berusia 15-49 tahun, wanita 

hamil, serta anak-anak di negara berpendapatan rendah dan sedang. WHO 

memperkirakan bahwa pada tahun 2019 30% (571 juta) wanita berusia 15-49 

tahun, 37% (32 juta) wanita hamil, dan 40% (269 juta) anak-anak berusia 6-59 

bulan terkena anemia, dengan Wilayah Afrika dan Wilayah Asia Tenggara paling 

terpengaruh (WHO, 2024). Studi menunjukkan bahwa angka kejadian anemia 

lebih banyak ditemukan di negara berkembang dibandingkam negara maju. 

Sekitar 52% wanita hamil dan sekitar 35 hingga 40% wanita normal mengalami 

anemia di negara berkembang karena kekurangan zat besi, 43% anak-anak di 

bawah 5 tahun, 27% remaja di negara berkembang dan 6% di negara maju 

mengalami anemia (Safiri et al., 2021). 
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Data Survei Kesehatan Indonesia (SKI) tahun 2023 mengemukakan peristiwa 

anemia tertinggi di Indonesia terjadi di Provinsi Papua Barat (23,6%), Papua 

(18,9%), dikuti oleh Papua Selatan (11,5%), dan DKI Jakarta (10,1%). Menurut 

hasil penelitian Natasha & Suparti, 2024 dijelaskan bahwa 15 remaja perempuan 

lebih banyak mengalami anemia (23,8%) dibandingkan remaja laki-laki (11,9%), 

penelitian Falah dkk, 2024 pada 100 pasien gagal ginjal kronik diperoleh hasil 

sebanyak 53 orang mengalami anemia berat (53%) (Falah et al, 2024; Munira, 

2023; Natasha & Suparti, 2024). 

Penelitian yang dilakukan di RSUD Pirngadi Medan menujukkan bahwa 

sebanyak 53,33% pasien GGK yang menjalani hemodialisis mengalami anemia, 

produksi eritopoietin pada pasien gagal ginjal mengalami penurunan sehingga 

menyebabkan anemia (Hassivaini et al., 2025). Pada pasien dengan TB paru 

diperoleh sebanyak 47,4% laki-laki dan 21,1% perempuan mengalami anemia, hal 

ini disebabkan karena efek samping pengobatan pada tuberkulosis yaitu OAT 

(obat anti tuberkulosis). Di samping penelitian yang dilakuakan bangun dkk, hasil 

penelitian Namli, 2021 pada pasien infark miokard akut ditemukan dari 43 pasien 

48,8% mengalami anemia dan didominasi oleh laki-laki sebanyak 43,8%, anemia 

menjadi salah satu faktor risiko penyakit jantung koroner sehingga sering 

ditemukan pada pasien dengan diagnosa tersebut (Bangun et al, 2023; Namli & 

Andra, 2021; Trianditha, 2022). 

Anemia dimasyarakat apabila tidak dilakukan pencegahan dapat memberikan 

resiko jangka panjang. Salah satu dampak negatifnya adalah menurunnya kinerja 

skolastik serta gangguan kognitif pada anak usia sekolah dan remaja. Selain itu, 
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anemia yang tidak ditanggulangi dengan baik dapat berdampak fatal, misalnya 

meningkatnya risiko infeksi, tingginya angka kematian ibu dan bayi, hasil 

kelahiran yang buruk dan penurunan produktivitas kerja yang dapat memperburuk 

efek penyakit lain (Rahman & Fajar, 2024). 

Salah satu faktor kelainan darah yang menyebabkan anemia adalah gagalnya 

tubuh dalam menyintesis hemoglobin. Varian genetik hemoglobin abnormal salah 

satunya gen Hemoglobin E (HbE) yang membawa dampak bentuk sel darah 

merah bukan lagi bikonkaf melainkan membentuk sel abnormal yaitu sel 

Mikorsitik, Eritorblast, Small fragmen, dan sel target (leptocytes). HbE 

disebabkan karena ketidakseimbangan produksi rantai alpha atau beta (β-globin) 

mengakibatkan pembentukan sel darah merah tidak efektif, kerusakan sel darah 

merah dini, dan anemia. Mutasi genetik yang mempengaruhi struktur dan fungsi 

Hemoglobin-E menyebabkan berbagai gangguan, termasuk Hemoglobinopati 

seperti penyakit sel sabit dan Thalassemia  (Baird et al., 2023; Sagar et al., 2024;  

Žoldáková et al., 2025). 

Bentuk abnormal HbE dapat menyebabkan berbagai dampak klinis, terutama 

terkait dengan anemia dan komplikasi terkait. Pada individu dengan Heterozygous 

HbE diwariskan bersama dengan gen hemoglobin abnormal lainnya, seperti pada 

kondisi HbE/β-thalassemia, dapat terjadi anemia yang lebih parah yang 

memerlukan transfusi berulang. Deteksi gen HbE dan diagnosis thalassemia 

sangat bergantung pada laboratorium klinis, di mana kombinasi tes biokimia dan 

molekuler digunakan untuk mendeteksi dan mengkonfirmasi diagnosis. Salah satu 

metode yang digunakan untuk mendeteksi pemeriksaan yang digunakan salah 
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satunya adalah kombinasi metode pemeriksaan dengan pcr dan elektroforesis 

(Arishi, Al‐hadrami, & Zourob, 2021; Baird et al., 2023). 

Elektroforesis gel adalah metode yang umum digunakan untuk diagnosis 

penyakit sel sabit, thalassemia dan varian hemoglobin lainnya. Seturut dengan 

hasil studi Bee et al., (2021) metode elektroforesis gel, sejumlah 100 kasus 

dievaluasi dalam studi mengenai anemia hipokrom mikrositik, meliputi 54 laki-

laki dan 46 perempuan. Rentang usia peserta 1 hingga 25 tahun, dengan 88% tidak 

mengalami thalassemia, sementara 12% menunjukkan keberadaan pita β-

thalassemia pada elektroforesis. Dari 12 subjek yang terdiagnosis, tiga di 

antaranya menderita beta-thalassemia mayor (meliputi 2 laki-laki dan1 

perempuan), tiga lainnya mengalami beta-thalassemia intermedia (1 laki-laki dan 

2 perempuan), sedangkan enam kasus beta-thalassemiaminor meliputi 4 laki-laki 

dan 2 perempuan, dan 88 peserta tidak terdiagnosis thalassemia. 

Peneliti melakukan survei pendahuluan pada pasien dengan diagnosis anemia 

di Rumah Sakit Santa Elisabeth Medan, yaitu pada bulan Januari hingga Februari 

sebanyak 25 orang terdiagnosa anemia yang dirawat di Rumah Sakit Santa 

Elisabeth Medan. Dari penjabaran diatas, peneliti tertarik melakukan penelitian 

“Deteksi Gen Hemoglobin-E (HbE) Metode Elektroforesis Gel pada Pasien 

Anemia di Rumah Sakit Santa Elisabeth Medan”. Riset ini memakai metode 

elektroforesis gel karena teknik ini lebih efisien dan memiliki biaya yang lebih 

terjangkau. Dengan mengetahui adanya keberadaan HbE, diharapkan dapat 

memberikan gambaran yang lebih mendalam terkait penyebab anemia pada 

pasien, serta membantu dalam pengelolaan dan terapi yang lebih tepat. 
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1.2. Perumusan Masalah 

Bagaimanakah deteksi gen HbE dengan metode elektroforesis gel pada 

penderita anemia di Rumah Sakit Santa Elisabeth Medan? 

1.3. Tujuan  

1.3.1. Tujuan umum 

Mendeteksi gen Hemoglobin E (HbE) metode elektroforesis gel pada 

pasien anemia di Rumah Sakit Santa Elisabeth Medan. 

1.3.2. Tujuan khusus 

1. Mengetahui kadar Hb pada pasien anemia di Rumah Sakit Santa Elisabeth 

Medan 2025. 

2. Mengetahui ada tidaknya mutasi gen HbE metode elektroforesis pada 

pasien anemia di Rumah Sakit Santa Elisabeth Medan 2025. 

1.4. Manfaat Penelitian 

1.4.1. Manfaat teoritis 

Memberikan informasi deteksi gen HbE dengan metode elektroforesis gel 

pada pasien anemia di Rumah Sakit Santa Elisabeth Medan 2025. 

1.4.2. Manfaat praktis 

1. Bagi peneliti 

Penelitian ini membantu memperluas serta meningkatkan wawasan dan 

keterampilan dalam bidang biomolekuler, khusunya dalam pemeriksaan 

gen HbE metode elektroforesis gel. 
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2. Bagi masyarakat 

Dapat menjadi sumber informasi bagi masyarakat tentang mutasi gen HbE 

pada pasien anemia 

3. Bagi perguruan tinggi 

Dapat menjadi sumber informasi dan referensi bagi penelitian selanjutnya. 

4. Bagi laboratorium Rumah Sakit Santa Elisabeth Medan 

Mampu menjadi sumber informasi bagi Rumah Sakit Santa Elisabeth 

Medan tentang mutasi gen HbE pada pasien anemia 
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BAB 2 

TINJAUAN PUSTAKA 

 

2.1. Anemia 

2.1.1. Definisi 

Anemia, yang dikenal oleh masyarakat Indonesia sebagai kurang darah, 

adalah suatu kondisi kesehatan yang ditandai dengan penurunan kadar 

hemoglobin di bawah batas normal. Anemia adalah suatu kondisi dimana jumlah 

sel darah merah (eritrosit) atau massa hemoglobin dalam sirkulasi darah 

berkurang, sehingga tidak dapat menjalankan fungsinya secara optimal sebagai 

pengangkut oksigen ke seluruh jaringan tubuh. Anemia terjadi ketika akumulasi 

sel darah merah menurun atau jumlahnya tidak cukup untuk memenuhi kebutuhan 

fisiologis tubuh (Chaparro & Suchdev, 2019). Anemia sering kali dianggap 

sebagai suatu penyakit, padahal sebenarnya anemia merupakan tanda atau gejala 

dari kondisi penyakit yang mendasarinya (WHO, 2023) 

Menurut Organisasi Kesehatan Dunia (WHO), anemia didefinisikan sebagai 

penurunan kadar hemoglobin (Hb) di bawah 12,0 g/dL pada wanita dan 13,0 g/dL 

pada pria. Variasi kadar Hb normal dapat dipengaruhi oleh faktor seperti jenis 

kelamin, etnis, usia, dan kondisi fisologis. WHO menggunakan kadar Hb  sebagai 

indikator untuk menentukan tingkat keparahan anemia yang dikategorikan 

menjadi anemia ringan, sedan dan berat. Klasifikasi ini mempertimbangkan 

berbagai faktor termasuk usia, jenis kelamin, status kehamilan, faktor genetik, 

lingkungan serta ras. (Ferdina et al., 2023). Pembagian anemia ini dapat dilihat 

pada tabel 2.1.  
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Tabel 2.1  Konsentrasi Hemoglobin (gr/dL)  

Sumber : (Chaparro & Suchdev, 2019) 

 

Populasi 

Non 

Anemia 

(g/dL) 

Anemia (g/dL) 

Ringan Sedang Berat 

Anak 6 - 59 bulan 11 10,0 - 10,9 7,0-9,9 <7,0 

Anak 5 - 11 tahun 11,5 11,0-11,4 8,0-10,9 <8,0 

Anak 12 - 14 tahun 12 11,0-11,9 8,0-10,9 <8,0 

Perempuan tidak hamil (≥ 

15 tahun) 

12 11,0-11,9 8,0-10,9 <8,0 

Ibu hamil 11 10,0-10,9 7,0-9,9 <7,0 

Laki-laki ≥ 15 tahun 13 11,0-12,9 8,0-10,9 <8,0 

2.1.2. Epidemiologi anemia 

Anemia merupakan masalah kesehatan global yang berdampak pada negara 

maju maupun berkembang, dengan konsekuensi negatif yang signifikan terhadap 

kesehatan individu serta pertumbuhan sosial dan ekonomi. Mempercepat 

penanganan anemia sangat penting untuk kesehatan dan kesejahteraan anak-anak, 

remaja, serta wanita. Saat ini, sekitar 571 juta wanita dan 269 juta anak kecil 

mengalami dampak serius akibat anemia. Kondisi ini meningkatkan risiko infeksi 

dan kematian, menurunkan fungsi kognitif, menyebabkan kelelahan parah, 

berdampak negatif pada kehamilan, menurunkan produktivitas, serta menghambat 

pertumbuhan dan perkembangan. Dampak anemia tidak hanya dirasakan individu, 

tetapi juga berpengaruh pada keluarga, komunitas, dan masyarakat secara luas. 

Menurut laporan WHO 2019 secara global diperkirakan bahwa 40% anak-

anak berusia 6-59 bulan, 37% ibu hamil, dan 30% wanita berusia 15-49 tahun 

mengalami anemia. Wilayah yang paling terdampak adalah wilayah Afrika dan 

Wilayah Asia Tenggara. Jika semua kelompok populasi digabungkan, hampir 
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seperempat dari populasi dunia, sekitar 1,8 miiar orang, diperkirakan mengalami 

anemia dalam berbagai bentuk pada tahun tersebut (WHO, 2024). 

2.1.3. Klasifikasi anemia 

A. Anemia akibat penurunan produksi sel eritrosit 

1. Anemia Defisiensi Besi  

Anemia defisiensi besi merupakan jenis anemia yang paling umum di 

dunia, ditandai dengan rendahnya konsentrasi hemoglobin serta sel darah 

merah berukuran kecil (mikrositik) akibat kekurangan pasokan zat besi 

dalam tubuh. Kekurangan zat besi ini berdampak pada proses 

pembentukan hemoglobin, sehingga jumlahnya dalam sel darah merah 

menurun. Akibatnya, pengangkutan oksigen ke seluruh jaringan tubuh 

menjadi tidak optimal. Dalam kondisi normal, kebutuhan zat besi bagi 

orang dewasa berkisar antara 2-4 gram, dengan proses absorbsi terjadi di 

lambung, duodenum, dan bagian atas jujenum. 

Ciri khas anemia defisiensi besi antara lain: kuku sendok (spoon nail), 

yaitu kondisi dimana kuku menjadi rapuh, bergaris vertikal dan berbentuk 

cekung menyerupai sendok. Selain itu, kondisi ini juga ditandai dengan 

atrofi papil lidah, yang menyebabkan permukaan lidah menjadi licin dan 

mengkilap akibat hilangnya papil. Gejala lainnya adalah perdangan di 

sudut mulut, yang tampak sebagai bercak berwarna pucat keputihan. 

2. Anemia Megaloblastik 

Anemia yang terjadi akibat gangguan dalam sintesis DNA 

menyebabkan pembentukan sel darah merah yang tidak sempurna. Kondisi 
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ini disebabkan oleh kekurangan vitamin B12 dan asam folat. Sel darah 

merah pada penderita anemia ini memiliki karakteristik megaloblastik, 

yaitu berukuran besar, abnormal, dan belum matang, baik dalam darah 

maupun sumsum tulang. Gejala anemia megaloblastik meliputi kadar 

hemoglobin yang rendah disertai ikterus, peradangan pada lidah (glositis), 

gangguan saraf (neuropati) serta kadar vitamin B12 kurang dari 100 pg/ml 

dan asam folat kurang dari 3 ng/ml. 

3. Anemia Defisiensi Vitamin B12 

Anemia ini termasuk gangguan autoimun yang disebabkan oleh 

ketiadaan instrinsic factor (IF) yang diproduksi oleh sel pariental lambung, 

sehingga menghambat penyerapan vitamin B12. Tanda dan gejalanya 

meliputi kadar hemoglobin, hematokrit, dan sel darah merah yang rendah, 

penurunan berat badan, berkurangnya nafsu makan, mual, muntah, diare, 

konstipasi, serta gangguan kognitif. 

4. Anemia Defisiensi Asam Folat 

Kebutuhan asam folat sebenarnya sangat kecil, namun defisiensinya 

umumnya terjadi pada individu yang jarang mengonsumsi sayuran dan 

buah-buahan atau mengalami gangguan pencernaan. Kekurangan asam 

folat juga dapat disebabkan oleh sindrom malabsorbsi. Gejala klinisnya 

hampir mirip dengan defisiensi vitamin B12, seperti gangguan neurologis 

yang mencakup perubahan kepribadian dan gangguan daya ingat. Kondisi 

ini sering kali disertai dengan ketidakseimbangan elektrolit, khusunya 
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magnesium dan kalsium. Defisiensi asam folat terjadi ketika kadarnya 

kurang dari 3-4 ng/ml, meskipun kadar vitamin B12 tetap normal 

5. Anemia Aplastik 

Anemia ini terjadi akibat ketidakmampuan sumsum tulang dalam 

memproduksi sel-sel darah. Kegagalan tersebut disebabkan oleh kerusakan 

utama pada sistem sel, yang mengakibatkan anemia, leukopenia, 

trombositopenia (pansitopenia). Zat yang dapat merusak sumsum tulang 

disebut mielotoksin. 

B. Anemia akibat peningkatan kerusakan eritrosit 

1. Anemia Hemolitik 

Anemia hemolitik terjadi akibat peningkatan proses hemolisis eritrosit, 

yang menyebabkan umur sel darah merah lebih pendek dari normal. Gejala 

anemia hemolitik meliputi demam, gangguan neurologis, thalassemia, 

kelemahan, kulit pucat, pembesaran hati (hepatomegali), kulit dan mata 

menguning (ikterus), serta defisiensi asam folat 

2. Anemia Sel Sabit 

Anemia sel sabit merupakan bentuk anemia hemolitik parah, ditandai 

dengan perubahan bentuk sel darah merah menjadi menyerupai sabit serta 

pembesaran limpa akibat kelainan pada molekul hemoglobin. Gejalanya 

meliputi hipoksia akibat kurangnya kadar darah, kadar hemoglobin 

berkisar antara 7-10 g/dL, pembesaran sumsum tulang, gagal jantung serta 

kerusakan organ. Kondisi ini terjadi karena peningkatan fibrinogen dan 
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faktro pembekuan plasma yang dapat menyebabkan infeksi serta nekrosis 

pada organ seperti jantung, paru-paru dan ginjal. (Chasanah et al., 2019). 

2.1.4. Etiologi anemia 

Pada tingkat biologis anemia berkembang karena kehilangan darah dan 

ketidakseimbangan produksi eritrosit. Hal ini disebabkan oleh eritropoiesis yang 

tidak relatif atau kurang (misalnya karena kekurang nutrisi, peradangan, atau 

kelainan genetik Hb) atau kehilangan eritrosit yang berlebihan (karena hemolisis, 

kehilangan darah atau keduannya). Sebagian besar anemia memiliki tampilan 

eritorsit yang khas, yang dapat memberikan wawasan untuk diagnosis anemia. 

Pada kasus anemia terdapat beberapa faktor yang mengakibatkan jenis morfologi 

eritrosit serupa. Anemia dapat memiliki beberapa penyebab, sehingga pada 

individu yang sama, manifestasi hematologis dari penyebab tertentu dapat ditutupi 

oleh penyebab lainnya (Chaparro & Suchdev, 2019). 

Berikut ini tiga kemungkinan yang mendasari penyebab anemia : 

1. Defisiensi zat besi 

 Kurangnya asupan zat besi, asam folat, vitamin B12, dan protein) 

sehingga menganggu produksi hemoglobin 

 Pola konsumsi masyarakat khusunya Indonesia beresiko menderita 

anemia, terutama anemia defisiensi besi karena kurangnya asupan 

pangan sumber zat besi. 

  Sumber makanan yang kaya zat besi adalah pangan hewani karena 

mengandung zat besi (besi heme) yang mudah diserap dalam 

pencernaan. 
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  Zat besi yang berasal dari pangan nabati disebut besi non-heme, 

walaupun jumlahnya banyak, namun besi non-heme ini sangat 

sedikit yang dapat diserap. 

2. Perdarahan (Loss of blood volume) 

 Keluarnya darah dalam jumlah yang banyak atau pendarahan baik akut 

maupun kronis. Perdarahan akut biasanya disebabkan oleh kecelakaan, 

Sedangkan perdarahan kronis disebabkan oleh menstruasi yang 

berlangsung lama dan banyak, perdarahan akibat kecacingan (Cacing 

menghisap darah dan merusak dinding usus) dan perdarahan akibat 

malaria yang menyebabkan sel darah merah rusak (hemolisis). 

3. Hemolitik 

 Faktor genentik (penyakit thalasemia yang menyebabkan sel 

darah merah rusak) (Mudjiati et al., 2023). 

Salah satu penyebab anemia adalah kelainan genetik yang mempengaruhi 

produksi hemoglobin, seperti thalassemia. Thalassemia merupakan kelompok 

heterogen dari anemia herediter yang disebabkan oleh mutasi yang mempengaruhi 

subunit rantai globin hemoglobin, mengakibatkan produksi hemoglobin yang 

tidak memadai dan akumulasi rantai yang tidak berpasangan, yang merusak sel 

darah merah dan menyebabkan eritropoiesis tidak efektif serta anemia hemolitik. 

Salah satu varian hemoglobin yang terkait dengan thalassemia adalah 

Hemoglobin E. Mutasi pada gen β-globin menghasilkan HbE, yang dapat 

beriteraksi dengan alel β-thalassemia, menyebabkan kondisi yang dikenal sebagai 

HbE-β thalassemia. Kondisi ini memiliki spektrum klinis yang bervariasi, mulai 
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dari anemia ringan hingga berat, dengan kadar hemoglobin berkisar antara 2,5 – 

13,3 g/dL (Jomoui, Satthakarn, & Panyasai, 2023; Sadiq, Abubakar, Usman, & 

Abdullahi, 2024). 

2.1.5. Patofisiologi 

Gejala anemia diawali dengan berkurangnya cadangan zat besi (feritin) dan 

meningkatnya penyerapan zat besi, yang ditandai dengan peningkatan kapasitas 

pengikatan zat besi. Pada tahap yang lebih lanjut, cadangan zat besi akan habis  

kejenuhan transferin menurun, jumlah protoporifin yang diubah menjadi darah 

berkurang, dan diikuti dengan penurunan kadar feritin serum. Pada akhirnya, 

anemia terjadi dengan ciri khas yaitu rendahnya kadar hemoglobin (Hb). 

Perkembangan anemia defisiensi besi terdiri dari 3 tahap: 

Pada tahap pertama, yang disebut sebagai tahap deplesi besi, terjadi 

penurunan atau bahkan ketiadaan cadangan besi dalam tubuh. Meskipun 

demikian, kadar hemoglobin serta fungsi protein besi lainnya masih berada dalam 

rentang normal. Pada kondisi ini, terjadi peningkatan absorpsi besi non-heme. 

Kadar feritin serum mengalami penurunan, sementara pemeriksaan lainnya yang 

bertujuan untuk mendeteksi kekurangan besi masih menunjukkan hasil normal. 

Tahap kedua dikenal sebagai tahap eritropoiesis yang tidak mencukupi, ditandai 

dengan suplai besi yang tidak memadai untuk mendukung proses eritropoiesis. 

Hasil pemeriksaan laboratorium menunjukkan penurunan kadar besi serum dan 

saturasi transferin, sementara total iron-binding capacity (TIBC) serta kadar free 

erythrocyte porphyrin (FEP) mengalami peningkatan. Pada tahap terakhir, anemia 

defisiensi besi menjadi lebih nyata. Kondisi ini terjadi ketika pasokan besi ke 
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eritroid sumsum tulang tidak mencukupi, yang pada akhirnya menyebabkan 

penurunan kadar hemoglobin (Kumar et al., 2022; Kurniati, 2020; Rahayu, 

Yulidasari, Putri, & Anggraini, 2019) 

2.1.6. Manifestasi klinis 

Manifestasi klinis pada anemia muncul sebagai respon tubuh terhadap 

hipoksia (kekurangan oksigen dalam darah). Manifestasi klinis ini bergantung 

pada kecepatan kehilangan darah, apakah anemia bersifat akut atau kronis, usia, 

serta ada atau tidaknya penyakit penyerta seperti penyakit jantung. Kadar 

hemoglobin (Hb) umumnya berkaitan dengan gejala klinis yang muncul. Jika 

kadar Hb berada dalam kisaran 10-12 g/dl, biasanya tidak ditemukan gejala. 

Gejala klinis biasanya mulai terlihat ketika kadar Hb berada antara 6-10 g/dl, 

seperti dyspnea (sesak napas, napas pendek), palpitasi (jantung berdebar), keringat 

berlebih, dan kelelahan (Chasanah et al., 2019). 

Anemia berkembang secara perlahan, sehingga sering kali tidak 

menimbulkan gejala yang jelas. Ketika gejala mulai dirasakan, biasanya kondisi 

anemia sudah cukup parah. Gejala anemia yang muncul bergantung pada tingkat 

keparahannya di antaranya: 

1. Anemia ringan : Pada tahap ini, penderita umumnya tidak merasakan 

gejala yang signifikan. Misalnya jika suplai oksigen ke otot lebih rendah 

dari yang dibutuhkan, gejala yang muncul dapat berupa mudah merasa 

lelah, letih lesu, dan lemah setelah beraktivitas atau berolahraga. Gejala-

gejala ini sering kali dianggap sebagai hal biasa, bukan sebagai tanda 

penyakit. Jika pasokan oksigen ke ota tidak mencukupi, dapat timbul 
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gejala seperti mudah lupa dan kesulitan berkonsentrasi kondisi ini  

sering dikenal dengan istilah 5L (Lemah, Letih, Lesu, Lelah, Lalai) 

2. Anemia sedang: Pada tahap ini, gejala mulai lebih jelas terlihat, seperti 

jantung yang sering berdebar, mudah lelah meskipun hanya melakukan 

aktivitas ringan, sesak napas, serta kulit tampak lebih pucat dari 

biasanya. 

3. Anemia berat: Gejala menjadi lebih parah, termasuk kelalahan yang 

berkepanjangan, tubuh mengigil jantung berdebar dengan cepat, pucat 

yang semakin nyata, sesak napas, nyeri dada, serta gangguan pada 

fungsi organ lainnya. (Mudjiati et al., 2023). 

2.1.7. Diagnosis laboratorium 

Untuk mendeteksi anemia pada pasien, dapat dilakukan anamnesis terkait 

keluhan dan riwayat penyakit, pemeriksaan fisik, serta pemeriksaan penunjang 

guna memperkuat dugaan adanya anemia. (Jayawardhana & Kresnapati, 2022). 

Diagnosis anemia ditegakkan melalui pemeriksaan laboratorium untuk mengukur 

kadar hemoglobin (Hb) dalam darah, salah satunya dengan metode 

Cyanmethemoglobin. Prosedur ini sesuai dengan ketentuan yang tercantum dalam 

Peraturan Mentri Kesehatan Nomor 37 Tahun 2012 tentang Penyelenggaraan 

Laboratorium Pusat Kesehatan Masyarakat (Latief et al., 2016). Pemeriksaan 

laboratorium untuk mengakkan diagnosis anemia adalah sebagai berikut: 

1. Mean Cospucular Volume (MCV) 

Volume korpuskular rata-rata (MCV) mencirikan ukuran rata-rata atau volume 

sel darah merah dalam sampel darah dan diukur dalam femtoliter (fL) 
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Parameter ini memberikan informasi tentang ukuran sel darah merah yang 

dapat mengidentifikasi potensi kelainan. Hal ini dapat membantu 

mendiagnosis berbagai jenis anemia dengan mengkategorikan ukuran sel 

darah merah jika berada di luar kisaran ukuran normal, normositik yaitu < 

6µm normositik < 9µm. 

2. Mean Cospucular Hemoglobin (MCH) 

Parameter Mean corpuscular hemoglobin, MCH mengukur berat rata-rata 

HGB dalam setiap sel darah merah, di mana perubahan MCH sering dikaitkan 

dengan perubahan MCV. Sel yang lebih kecil biasanya mengandung lebih 

sedikit HGB dibandingkan dengan sel yang lebih besar, sehingga 

menghasilkan berat per sel yang lebih rendah. Parameter ini berfungsi sebagai 

indikator yang berharga dari konsentrasi hemoglobin dalam sel darah merah 

individu, yang membantu dalam karakterisasi dan klasifikasi berbagai jenis 

anemia dan gangguan hematologi lainnya. 

3. Mean Cospucular Hemoglobin Concentration (MCHC) 

Konsentrasi hemoglobin korpuskular rata-rata, MCHC mewakili konsentrasi 

rata-rata HGB dalam setiap sel darah merah per satuan volume, memberikan 

wawasan yang berharga ke dalam kandungan hemoglobin seluler relatif 

terhadap ukuran sel darah merah dan membantu dalam karakterisasi berbagai 

anemia dan hemoglobinopati (Gustavsson, 2024). 

2.2. Eritrosit  

Darah adalah cairan penting yang berperan dalam menopang kehidupan 

dengan mengalir ke seluruh tubuh. Fungsinya meliputi mengantarkan oksigen dan 
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nutrisi ke setiap sel, melawan infeksi, serta mengendalikan perdarahan. Darah 

terdiri dari empat komponen utama, yaitu sel darah merah, sel darah putih, 

trombosit, dan plasma. Sel darah merah, atau eritrosit, membentuk sekitar 40-55% 

dari total volume darah dan memberikan warna khas pada darah. Sel ini 

diproduksi di sumsum tulang dan memiliki umur sekitar 120 hari sebelum 

digantikan oleh sel darah merah baru. 

Eritrosit memiliki bentuk cakram bikonkaf dengan diameter sekitar 7,5 µm, 

serta ketebalan sekitar 2,6 µm di bagian tepi dan 0,75 µm di bagian tengah. 

Karena bentuk dan ukurannya yang cukup seragam serta keberadaannya yang luas 

di hampir seluruh jaringan tubuh, para ahli histologi sering menggunakan eritrosit 

sebagai acuan untuk mengestimasi ukuran sel lain di sekitarnya. Fungsi utama sel 

darah merah adalah mendistribusikan oksigen kembali dari paru-paru untuk 

dikeluarkan saat kita mengehmbuskan napas. Fungsi ini diperkuat oleh 

keberadaan hemoglobin (Hb), yaitu protein khusus yang terdapat dalam sel darah 

merah. (Asmarinah, Arozal, Sukmawati, Syaidah, dan Prijanti, 2023; Rosita, 

Cahya, dan Arfira, 2019). 

 

 

Gambar 2.1 Strktrur eritrosit 

Sumber: (Rosita et al., 2019) 
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2.3. Hemoglobin 

2.3.1. Definisi 

Hemoglobin berasal dari dua kata, yaitu: “haem” dan “globin”. Senyawa ini 

terdiri dari Feroprotoporfirin serta protein globin. Di dalam eritrosit terdapat 

protein khusus, yaitu hemoglobin, yang berperan dalam proses pertukaran gas 

antara oksigen (O2) dan karbon dioksida (CO2). Salah satu fungsi utama eritrosit 

adalah mengangkut oksigen ke jaringan tubuh dan membawa kembali karbon 

dioksida ke paru-paru. Kadar hemoglobin normal pria berkisar antara 13,0-17,5 

gr/dl, sedangkan pada wanita berkisar antara 12,0-15,5 gr/dl. Struktur heme 

sendiri terdiri dari cincin porfirin dengan satu atom besi (ferro), sementara globin 

tersusun atas empat rantai polipeptida, yakni dua rantai polipeptida alfa (α2) dan 

dua rantai polipeptida beta (β2). 

Rantai polipeptida α tersusun dari 141 asam amino, sedangkan rantai 

polipeptida β terdiri dari 146 asam amino. Dalam kondisi normal, hemoglobin 

pada orang dewasa terdiri dari Hb A sebesar 96-98%, Hb F sekitar 0,5-0,8%, dan 

Hb A2 berkisar antara 1,5-3 ,2%. Hb F memiliki afinitas terhadap O2 yang lebih 

tinggi dibandingkan dengan Hb A, sementara Hb S (Hb sabit) memiliki afinitas 

yang lebih rendah. Setiap eritrosit mengandung sekitar 680 juta molekul 

hemoglobin (Aliviameita & Puspitasari, 2019). 

Sebagian besaar oksigen dalam darah, yaitu sekitar 98,5%, terikat pada 

hemoglobin karena kelarutan oksigen dalam plasma darah yang rendah. Selain 

berperan dalam transportasi oksigen, hemoglobin juga mengangkut sekitar 23% 

karbondioksida dalam darah, selain yang larut dalam plasma dan yang dibawa 
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dalam bentuk ion bikarbonat. Ketika darah mengalir melalui kapiler dan oksigen 

dilepaskan dari hemoglobin, karbondioksida dapat berikatan dengan beberapa 

asam amino pada rantai globin hemoglobin. Saat darah kembali ke paru-paru 

hemoglobin melepaskan karbondioksida agar dapat dikeluarkan dari tubuh (Rosita 

et al. 2019). 

 

 

 

 

  

 

 

Gambar 2.2 Struktur Molekul Hemoglobin & struktur heme 

Sumber: (Ahmed et al., 2020) (Bhatia 2023) 

 

2.3.2. Sintesis hemoglobin 

Hemoglobin mulai disintesis pada tahap Pro-erythroblast dan berlanjut 

hingga fase retikulosit dalam proses eritropoiesis. Ketika retikulosit keluar dari 

sumsum tulang merah dan masuk ke dalam sirkulasi, sintesis hemoglobin masih 

berlangsung dalam jumlah kecil hingga retikulosit matang menjadi eritrosit, di 

mana proses sintesis ini berakhir. Proses pembentukan hemoglobin diawali 

dengan interaksi antara suksinil-KoA, yang merupakan senyawa intermediet 

dalam siklus krebs, dengan Glisin untuk membentuk molekul Pyrolle. 

Selanjutnya, empat molekul Pyrolle bergabung membentuk Protoporifin IX, yang 

kemudian berikatan dengan ion besi untuk menghasilkan molekul heme. Pada 

tahap akhir, molekul heme berikatan dengan polipeptida yang disintesis oleh 
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ribosom, yaitu globin, sehingga membentuk rantai hemoglobin. Empat rantai 

hemoglobin kemudian saling berikatan membentuk satu molekul hemoglobin  

(Rosita et al., 2019). 

2.3.3. Varian hemoglobin 

1. HbE 

Hemoglobin E ialah jenis hemoglobinopati yang paling banyak ditemukan 

diseluruh dunia. HbE adalah kelainan struktur rantai β-globin hemoglobin dimana 

kodon pada posisi 26 berubah dari GAG menjadi AAG (Asam glutamat>Lisin). 

HbE lebih rentan terhadap kerusakan oksidatif, terutama dengan adanya subunit α 

bebas. Ketika diwariskan bersama dengan β-thalassemia, HbE dapat 

menyebabkan manifestasi klinis yang parah. Gangguan HbE menghadirkan 

berbagai tingkat keparahan klinis, dari pembawa tanpa gejala hingga anemia 

parah. Di beberapa daerah di Tanah Air, frekuensi sifat HbE hampir mencapai 

50%. Sindrom HbE muncul dalam bentuk homozigot (E/E) dan heterozigot (A/E) 

dan sebagai heterozigot majemuk yang dikombinasikan dengan thalassemia α dan 

β serta varian struktural lainnya (Rujito, 2019; Turgeon, 2018; Žoldáková et al., 

2025). 

 

 

 

 

Gambar 2.3 Hasil elektroforesis pada gel agarose dengan positif HbE 

Sumber: (Saad et al., 2023) 
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Gambar di atas menujukkan hasil elektroforesis terhadap sampel darah 

untuk mendeteksi Hemoglobin E dengan DNA marker (M) sebagai acuan ukuran 

fragmen. Lajur 1 menujukkan pita Tunggal di sekitar 493 bp, mengindikasikan 

pasien dengan genotipe normal (HbAA) karena tidak terjadi pemotongan oleh 

enzim restriksi. Lajur 2 menujukkan tiga pita: 493 bp,376 bp, dan 301 bp, 

menujukkan bahwa sebagian DNA dipotong dan sebagian tidak, mengindikasikan 

pasien denga genotype heterozigot (HbAE). Sedangkan lajur 3 hanya menujukkan 

pita 376 bp dan 301 bp tanpa pita 493 bp, menandakan pemotongan sempurna 

oleh enzim, sehingga sampel tersebut merupakan homozigot mutan (HbEE) (Saad 

et al., 2023).  

2. HbS 

Hemoglobin S istilah umum untuk gangguan struktur hemoglobin, seperti 

hemoglobinopati, yang dialami seseorang ketika mewarisi gen sabit dari salah satu 

orang tua. Dalam hemoglobin S terjadi pergantian asam glutamat diganti dengan 

valine (GTG>GAG) dalam asam amino keenam dari rantai beta. Ketika mutasi ini 

terdeoksigenasi, sel menjadi terpolimerisasi dan menghasilkan sabit. Polimerisasi 

HbS terjadi pada kondisi oksigen yang sangat berkurang dan peningkatan 

keasaman dalam darah. SCA ditandai dengan peradangan kronis, stres oksidatif, 

dan disfungsi pembuluh darah, berkontribusi pada berbagai komplikasi seperti 

stroke, hipertensi paru, dan gangguan ginjal (Turgeon, 2018; Žoldáková et al., 

2025). 
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2.4. Deteksi Hemoglobin E pada Pasien Anemia 

2.4.1. Polymerase Chain Reaction (PCR) 

Polymerase Chain Reaction (PCR) adalah sebuah reaksi biokimia yang 

sederhana, tetapi memiliki dampak besar terhadap kemajuan teknologi biologi 

molekuler. Metode ini menggunakan enzim untuk memperbanyak sekuen 

nukleotida secara eksponensial melalui proses In vitro dan dikenal sebagai reaksi 

berantai polimerase (polimerase chain reaction). Prinsip kerja PCR menyerupai 

mekanime replikasi DNA yang terjadi di dalam tubuh. Replikasi DNA merupakan 

suatu proses fisiologis yang digunakan oleh semua sel hidup untuk menduplikasi 

materi genetik sebelum pembelahan sel. 

 
Gambar 2.4 Alat PCR Benchmark TC 32 Mini Thermal Cycler 

Sumber: (Kwon et al., 2016) 

 

Ada beberapa komponen yang dibutuhkan dalam proses PCR, antara lain 

yaitu :  

1. DNA template 

2. DNA polimerase: Enzim yang sering digunakan selama proses PCR adalah 

Taq DNA Polimerase yang berperan dalam memperbanyak fragmen DNA 

secara in vitro 

3. Primer: Sepasang oligonukleotida pendek yang terdiri dari 20-30 basa 

nitrogen 
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4. dNTP: Berperan sebagai penyusun utama DNA dan terdiri dari empat jenis 

senyawa, yaitu dATP, dGTP, dTTP, dan dCTP. Keseimbangan dalam 

campuran dNTP sangat krusial dengan rentang konsentrasi 0,1-04 µM. 

Jika konsentrasi keempat senyawa ini tidak sesuai, maka efektivitas enzim 

Taq DNA polimerase dapat menurun 

5. Bufer PCR:Bufer PCR berperan penting dalam mendukung aktivitas 

enzim Taq polimerase. Komponen utama bufer :  

 trisHCl dengan konsentrasi optimalnya adalah 10-50 mM, pH 8,3-8,4, 

sesuai dengan pH optimal dari enzim Taq polimerase. 

 KCL, yang diperlukan karena mempengaruhi kinerja enzim. 

Konsentrasi optimalnya adalah 50 mM, sementara kadar di atas 75 mM 

dapat menghambat aktivitas enzim 

 Gelatin, berfungsi sebagai penstabil enzim  Taq polimerase. Sebagai 

alternatif, gelatin dapat digantikan dengan Bovine Serum Albumin 

(BSA) ataupun deterjen non-ionik seperti Tween 20, yang 

ditambahkan setelah proses sterilisasi (Maksum et al., 2017; Paskaria 

et al., 2020) 

Urutan primer yang digunakan untuk mendeteksi mutasi gen β-globin yaitu: 

Oligonucleotide : Cd 26 (G>A) 

Sequence (5’-3’) : TAACCTTGATACCAACCTGCCCAGGGCGTC 

Region : Ekson 1 

Amplification Size : 301 bp 

Siklus dalam proses PCR, terdiri dari 3 tahap: 
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1. Denaturasi  

Selama proses denaturasi, DNA beruntai ganda akan diubah 

menjadi DNA beruntai tunggal dengan memanfaatkan suhu tinggi, 

yaitu 95°C. Panas tersebut akan memutuskan ikatan hidrogen yang 

menyatukan untai DNA. Tahapan denaturasi ini berlangsung selama 

sekitar 1-2 menit pada suhu 95°C (Gambar 2.4), sebelum suhu 

kemudian diturunkan menjadi 55°C untuk memasuki tahap annealing. 

2. Annealing 

Tahap kedua dalam siklus PCR adalah annealing, dimana primer 

akan menempel pada sekuens DNA target. Proses ini terjadi secara 

primer berikatan secara spesifik pada DNA template untai tunggal 

melalui ikatan hidrogen, dengan suhu yang disesuaikan berdasarkan 

suhu Tm primer yang digunakan. Penentuan suhu annealing yang 

optimal sangat penting karena mempengaruhi efisiensi dan spesifitas 

reaksi. Suhu annealing yang lebih rendah, sekitar 37°C, umumnya 

meningkatkan efisiensi, tetapi dapat menyebabkan primer tidak 

menempel dengan sempurna atau menempel pada lokasi yang tidak 

diinginkan (mispriming). Sebaliknya, suhu annealing yang lebih tinggi 

meningkatkan spesfitas amplifikasi tetapi dapat mengurangi efisiensi 

reaksi. Oleh karena itu, suhu annealing yang ideal biasanya berkisar 3-

5°C di bawah suhu Tm primer, yang dapat dihitung dengan rumus ≈ 

4(G-C) +2(A-T). 
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PCR menggunakan dua primer, yaitu Oligonukleotida yang 

memiliki urutan sama dengan salah satu untai DNA cetakan di ujung 

5’-fosfat, serta Oligonukleotida lainnya yang sesuai dengan urutan di 

ujung 3’-OH dari untai DNA cetakan yang berlawanan. Setelah primer 

menempel pada DNA cetakan (annealing), suhu inkubasi dinaikkan 

hingga 72°C untuk memasuki tahap perpanjangan (extension) 

3. Extension/Elongation 

Extension merupakan tahap ketiga dalam proses PCR, di mana 

suhu  yang digunakan adalah 72°C. Pada tahap ini, DNA polimerase 

akan mensintesis rantai DNA baru dengan merangkainya sesuai 

dengan informasi yang terdapat pada DNA cetakan. Setelah proses 

sintesis selesai, rantai DNA baru akan membentuk ikatan hidrogen 

dengan DNA cetakan (Gambar 2.4.) (Paskaria et al., 2020). 

 
Gambar 2.5 Siklus dalam PCR 

Sumber: (Van Pelt-Verkuil & te Witt, 2019) 

 

2.4.2. Elektroforesis Gel 

Elektroforesis merupakan metode pemisahan yang didasarkan pada 

pergerakan molekul bermuatan dalam medan listrik yang tidak seimbang. Teknik 

ini paling seirng digunakan dalam penelitian protein dan asam nukleat. 
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Elektroforesis memiliki aplikasi luas dalam berbagai bidang, seperti biokimia, 

biologi molekuler, farmakologi, kedokteran forensik, diagnostik, serta 

pengendalian kualitas makanan. Metode ini dapat dimanfaatkan untuk mengisolasi 

makromolekul dalam sistem biologi yang kompleks, menentukan berat molekul 

(MW) serta mendeteksi perubahan struktural dan keadaan muatan suatu molekul. 

Selain itu elektroforesis juga dapat digunakan sebagai alat untuk mengevaluasi 

kemurnian sampel serta membantu dalam penemuan protein, asam nukleat, dan 

peptida berukuran besar. 

Elektroforesis gel agarosa merupakan metode utama untuk memisahkan 

molekul berukuran besar yang melebihi 1 juta Da. Pergerakan molekul dalam gel 

agarosa bergantung pada ukuran dan muatan partikel yang dipisahkan serta 

ukuran pori dalam gel. Selain itu, jenis buffer elektroforesis, terutama kekuatan 

ioniknya, juga memengaruhi migrasi molekul. Konduktivitas listrik gel ditentukan 

oleh keberadaan berbagai ion, termasuk yang terdapat dalam sampel. Proses 

polimerisasi gel terjadi ketika larutan gel mengeras kembali setelah didinginkan 

hingga suhu kamar. Biasanya, pemisahan molekul diposisikan secara horizontal. 

Keunggulan utama dari teknik ini tidak diragukan lagi, salah satunya adalah 

kemudahan dan kecepatan dalam menyiapkan gel, serta kemampuannya untuk 

memisakan spesies dengan berat molekul tinggi.  

Kombinasi antara gel agarosa dan elektroforesis gel poliakrilamid 

memungkinkan pembuataan genom serta mendukung keberhasilan proyek genom 

manusia (Drabik & Adamec, 2016). 
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Gambar 2.6 Elektroforesis gel agarosa 

Sumber: (Li et al., 2018) 

 

2.4.3. Prosedur pelaksanaan deteksi gen HbE 

Deteksi gen Hemoglobin E (HbE) dengan metode PCR dan elektroforesis 

dimulai dari pengambilan sampel darah pasien, kemudian dilakukan ekstraksi 

DNA. DNA hasil ekstraksi digunakan sebagai cetakan dalam proses PCR untuk 

menggandakan DNA. Setelah PCR selesai, hasilnya dianalisis menggunakan 

elektroforesis gel agarosa untuk memisahkan pita DNA berdasarkan ukuran. Pita-

pita yang terbentuk diamati di bawah sinar UV dan dibandingkan dengan marker 

untuk menentukan apakah pasien memiliki gen HbE (Paskaria et al., 2020). 

 Hasil elektroforesis yang tampak samar atau tidak jelas dapat disebabkan 

oleh berbagai faktor teknis, seperti tegangan listrik yang terlalu tinggi, suhu 

berlebih akibat pemanasan Joule (Joule heating), konsentrasi dan pH buffer yang 

tidak optimal, serta ketidaksesuaian konsentrasi gel agarosa. Faktor-faktor ini 

dapat menyebabkan pita DNA tampak melebar (smearing), tidak terdefinisi, atau 

bahkan tidak terbentuk. Selain itu, interaksi sampel dengan media gel seperti 

adsorpsi atau efek elektroosmosis juga dapat mengganggu resolusi pita. Teknik 

elektroforesis yang kurang baik dapat menyebabkan hasil elektroforesis yang 

samar atau tidak jelas, yang berdampak langsung pada resolusi pita DNA atau 

protein di gel.  (Dunn, 2015). 
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Tabel 2.2  Alur kerja pcr dan elektroforesis 

Sumber: (P. Gupta et al., 2023) 

 

 

1. Sampel pasien 

 

 

2. Amplifikasi pcr 

 

3. Tempat sampel 

 

4. Thermal cycler 

 

 

5. Memvisualisasikan 

hasil dengan 

elektroforesis 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  Setelah proses PCR selesai, hasilnya perlu 

dianalisis. Untuk itu, campuran sample PCR 

dimasukkan ke dalam gel agarose untuk 

elektroforesis. Gel agarose memiliki matriks 

berpori yang memungkinkan pemisahan 

fragmen DNA berdasarkan ukurannya. 

  lepaskan baki gel dan letakkan di dalam 

transiluminator UV, untuk melihat pita DNA 

berwarna oranye-merah. 
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BAB 3 

KERANGKA KONSEP DAN HIPOTESIS PENELITIAN 

 

3.1.Kerangka Konsep Penelitian 

Kerangka konsep yakni gambaran keterkaitan berbagai konsep yang akan 

dijadikan fokus dalam pengukuran dan pengamatan selama proses penelitian. 

Diagram pada kerangka konsep perlu memperlihatkan hubungan antar variabel 

yang menjadi fokus  penelitian (Syapitri et al., 2021). Penelitian ini bertujuan 

untuk mengidentifikasi gen Hemoglobin E metode elektroforesis pada pasien 

anemia.  

Bagan 3.1 Kerangka Konsep Deteksi Gen HbE Metode Elektroforesis Gel  

pada Pasien Anemia di Rumah Sakit Santa Elisabeth Medan 2025 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Keterangan: 

  Variabel yang diteliti 

  Variabel yang tidak diteliti 

Kerangka konsep penelitian di atas menjelaskan alur deteksi gen HbE pada 

pasien anemia menggunakan metode PCR dan elektroforesis gel. Proses dimulai 

Hasil pemeriksaan 

Deteksi gen HbE metode 

elektroforesis gel pada pasien 

anemia di Rumah Sakit Santa 

Elisabeth Medan 2025 

Prosedur pelaksanaan: 

Positif: Terjadi Mutasi Gen 

Elektroforesis 

PCR 
Sintesis dan 

ampifikasi DNA 

Visualisasi DNA 

Negatif: Tidak terjadi mutasi Gen 
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dengan amplifikasi DNA melalui PCR, dilanjutkan dengan pemisahan dan 

visualisasi DNA menggunakan elektroforesis. Hasil akhir pemeriksaan 

menunjukkan apakah terjadi mutasi (positif) atau tidak (negatif) pada gen HbE 

pasien. Penelitian berfokus pada deteksi gen Hemoglobin E pada pasien anemia di 

Rumah Sakit Santa Elisabeth Medan. Keberadaan mutasi gen HbE pada pasien 

anemia dapat memperparah kondisi anemia yang dialami. 
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BAB 4 

METODE PENELITIAN 
 

4.1. Rancangan Penelitian 

Metode yang disusun secara terstruktur guna menjawab peryataan masalah 

yang sudah ditentukan disebut sebagai rancangan penelitian. Dalam riset ini, jenis 

riset yang diterapkan yaitu deskriptif kuantitatif, yang bertujuan mengambarkan 

suatu fenomena dalam populasi tertentu (Syapitri et al., 2021). Peneliti memakai 

desain deskriptif kuantitatif, disertai melakukan tindakan pengambilan darah vena 

dan membuat ekstrasi DNA, kemudian melakukan teknik PCR dan elektroforesis 

gel, pitanya diamati di bawah sinar UV. Rancangan penelitian ini bertujuan untuk 

mendeteksi gen Hemoglobin E pada pasien anemia.  

4.2. Populasi dan Sampel 

4.2.1. Populasi  

Populasi merujuk pada segenap unsur atau entitas yang hendak diteliti dan 

mencukupi kriteria yang telah ditetapkan (Adiputra et al., 2021). Seluruh pasien 

rawat inap yang mengalami anemia pada bulan Januari hingga Februari tahun 

2025 di Rumah Sakit Santa Elisabeth Medan, yang berjumlah 25 orang, dijadikan 

sebagai populasi dalam penelitian ini. 

4.2.2. Sampel 

Fragmen dari populasi yang menjadi objek penelitian disebut sebagai 

sampel. Sampel yang diambil dari populasi mesti benar-benar mewakili (Adiputra 

et al., 2021). Riset ini memakai teknik total sampling, yaitu dengan melibatkan 

seluruh anggota populasi sebagai sampel. Dengan kata lain, semua individu dalam 

populasi dijadikan responden tanpa pengecualian. Metode ini umumnya apabila 



 

Sekolah Tinggi Ilmu Kesehatan Santa Elisabeth Medan 

 

 

jumlah total populasi tergolong kecil yaitu kurang dari 30 orang (Adiputra et al., 

2021). Dalam penelitian ini, sampel diperoleh dari pasien anemia yang dirawat 

inap atau menjalani pemeriksaan di Rumah Sakit Santa Elisabeth Medan. Kriteria 

penentuan sampel, yakni: 

1. Kriteria inklusi: 

1) Menyatakan kesediaan untuk menjadi responden 

2) Memiliki kadar Hb rendah <12 gr/dl 

3) Berusia antara 15 hingga 65 tahun 

2. Kriteria ekslusi 

1) Tidak bersedia menjadi responden 

2) Kadar Hb normal di atas 12 gr/dl 

3) Berusia di bawah 15 tahun 

4.3. Variabel Penelitianan dan Definisi Operasional 

4.3.1. Variabel penelitian 

Variabel ialah suatu karakter atau ciri yang terdapat pada seseorang, benda, 

objek, atau suatu kondisi/situasi. Oleh karena itu, setiap variabel setidaknya 

memiliki satu nilai (Syapitri et al., 2021). Variabel dalam riset ini adalah 

Hemoglobin E. 

4.3.2. Definisi operasional 

Definisi operasional ialah penjelasan mengenai berbagai variabel yang 

diteliti dengan cara yang dapat diukur dan diterapkan langsung di lapangan (D. 

Anggreni, 2022). 
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Tabel 4.2 Definisi Operasional Deteksi Gen HbE Metode Elektroforesis Gel  

pada Pasien Anemia di Rumah Sakit Santa Elisabeth Medan 

Variabel Definisi Indikator Alat Ukur Skala Skor 
Hemoglobi

n E 

Identifikasi 

keberadaan 

hemoglobin E 

metode PCR 

dan 

Elektroforesis 

gel dalam 

sampel darah 

pasien anemia 

Ladder 

geneaid 100 

bp 

PCR 

Benchmark 

TC-32 Mini 

Thermal 

Cyler, Accuris 

MyGel Mini 

Electrophoresi

s 

NOMI

NAL 

Positif: 

Terjadi 

mutasi 

Gen  

Negatif: 

Tidak 

terjadi 

mutasi 

gen 

4.4. Instrumen Penelitian  

Instrumen penelitian ialah sarana yang dibutuhkan untuk memperoleh data 

(Syapitri et al., 2021). Penelitian ini menggunakan instrumen berupa Standar 

Prosedur Operasional mini PCR dan mini Elektroforesis. 

1. Alat  

Peralatan yang digunakan dalam penelitian ini meliputi spuit 3 ml, tourniquet, 

alkohol swab, nierbeken, plester, tabung EDTA, sarung tangan (handscoon), 

micro tube berkapasitas 1,5 ml dan 0,2 ml, high-speed microcentrifuge, 

micropipette beserta micro tip dengan ukuran 10 µl, 200 µl, 500 µl, 1000 µl. 

Selain itu, digunakan juga mesin PCR Benchmark TC-32 Mini Theral Cycler, 

neraca analitik, gelas ukur 100 ml, gelas beker berkapasitas 500 ml dan 250 

ml, Accuris MyGel Mini Electrophoresis, magnetic stirrer dengan hot plate, 

tray elektroforesis, comb elektroforesis. 

2. Bahan  

Penelitian ini menggunakan berbagai bahan, antara lain sampel darah, tri 

reagen, primer forward(5’- TTTCCCAAGGTTTGAACTAGCTCTT -3’) dan 

forward (5’- TAGCAATTTGTACTGATGGTATGG -3’), etanol absolut, 
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buffer, gel agarosa, gel red, larutan TAE 1x, pewarna pemuat (loading dye), 

air suling (aquadest), air deionisasi (ddH2O), master mix, dan penanda DNA 

(DNA marker) dan DNA ladder 100 bp. 

4.5. Lokasi dan Waktu Penelitian 

4.5.1. Lokasi 

Lokasi penelitian ini dilakukan di Laboratorium Biomoleculer Sekolah 

Tinggi Ilmu Kesehatan Santa Elisabeth Medan. 

4.5.2. Waktu Penelitian  

Waktu penelitian ini dilaksanakan di bulan Mei hingga Juni 2025. 

Tabel 4.2 Jadwal Pelaksanaan Penelitian 

No Tanggal Kegiatan 

1 23-27 Mei 2025 

Persetujuan tindakan medis (informed consent) 

diberikan sebelum pengambilan darah, pengambilan 

sampel yang kemudian digunakan dalam proses 

deteksi gen.  

2 29 Mei 2025 

Mengisi formulir peminjaman laboratorium 

Biomoleculer dan peminjaman alat-alat yang 

digunakan dalam penelitian 

3 09 Juni 2025 Peneliti mempersiapkan ruangan Laboratorium 

Biomoleculer dan Menyusun alat dan bahan 

penelitian. Pada tahapan ini penelitian mencakup 

persiapan sampel, tahap isolasi DNA, dan 

komposisi mix PCR 

4 10 Juni 2025 Peneliti melanjutkan tahap isolasi DNA dan 

komposis mix PCR, dan running sample di alat 

PCR 30 siklus 

5 11 Juni 2025 Peneliti melanjutkan tahapan berikutnya yakni 

elektroforesis dimulai dari pembuatan gel agarose 

dan proses elektroforesis serta gel documentation 

6 12 Juni 2025 Peneliti melanjutkan tahap elektroforesis dan gel 

documentation.  
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4.6. Prosedur Pengambilan dan Pengumpulan Data 

4.6.1. Pengambilan Data 

Data riset dikumpulkan dari sumber utama dan pendukung. Data utama 

diambil langsung peneliti melalui persetujuan tertulis (informed consent), 

pengetesan nilai Hb, darah vena, serta deteksi gen HbE metode elektroforesis gel. 

Adapun data pendukung diambil dari rekam medis di Rumah Sakit Santa 

Elisabeth Medan. 

4.6.2. Teknik pengumpulan data  

Strategi pengumpulan data adalah langkah penting dalam melaksanakan 

penelitian. Dengan melakukan pengumpulan data secara terstruktur dan 

terkendali, memungkinkan diperolehnya data relatif obyektif sehingga temuan 

atau hasil penelitian dapat disampaikan dengan dukungan data yang memadai 

(Yuwanto, 2019). Dalam penelitian ini, data dikumpulkan dengan memperoleh 

persetujuan (informed. consent) dari responden, serta melakukan pengukuran 

kadar hemoglobin (Hb), pengambilan sampel darah, dan deteksi Hemoglobin E 

menggunakan elektroforesis.gel. 

Tahap pemeriksaan diantaranya :  

1. Pengambilan darah vena dan pemeriksaan Hb 

Pra analitik: 

Sebelum melakukan prosedur, peneliti harus memastikan bahwa responden 

dalam kondisi nyaman dan siap untuk menjalani pengambilan darah. 

Peneliti kemudian memberikan penjelasan mengenai tujuan pengambilan 

darah, yakni untuk memeriksa kadar hemoglobin (Hb), agar responden 
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memahami prosedur yang dilakukan. Selanjutnya, peneliti juga harus 

mengenakan peralatan proteksi diri, mencakup handscoon, masker, dan 

pelindung wajah, untuk memastikan kebersihan dan mencegah 

kontaminasi. Persiapan alat dan bahan juga sangat penting, yaitu 

memastikan semua peralatan yang dibutuhkan, seperti spuit, tourniquet, 

kapas alkohol 70%, tabung EDTA, dan strip Hb tersedia dan dalam kondisi 

steril. 

Analitik: 

Pada tahap analitik, langkah pertama adalah meletakkan lengan pasien di 

atas bidang yang datar dan memasang tourniquet sekitar tiga ruas jari di 

atas siku lengan responden untuk mempermudah pencarian pembuluh 

darah. Setelah itu, peneliti akan mencari lokasi pembuluh darah yang paling 

cocok untuk ditusuk. Sebelum melakukan penusukkan, area tersebut harus 

dibersihkan terlebih dahulu dengan kapas yang dibasahi alcohol 70% untuk 

mencegah infeksi. Setelah area tersebut bersih, peneliti akan menusukkan 

jarum dengan sudut 15-25 derajat ke dalam pembuluh darah vena dengan 

hati-hati. Setelah darah berhasil masuk ke dalam spuit, kapas diletakkan 

pada lengan responden untuk menghentikan pendarahan, dan spuit ditarik 

perlahan untuk memastikan darah yang ada dalam spuit ke dalam tabung 

EDTA, kemudian meneteskan darah tersebut pada strip Hb untuk 

mengukur kadar hemoglobin responden. Terakhir peneliti memberikan 

etiket pada tabung EDTA yang telah berisi darah responden untuk 

memastikan identitas sampel. 
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Post Analitik: 

Pada tahap post analitik, setelah prosedur pengambilan darah selesai, 

peneliti akan menyusun kembali alat dan bahan yang telah digunakan, 

memastikan bahwa area kerja tetap bersih. Sebagai bentuk penghargaan, 

peneliti juga mengucapkan terima kasih kepada responden atas 

kerjasamanya dalam mengikuti prosedur dengan baik. 

2. Tahap isolasi  

Pada tahap isolasi, pertama-tama ambil sampel darah sebanyak 3 ml 

menggunakan tabung EDTA untuk memastikan kualitas sampel yang 

tepat. Selanjutnya, 1 ml sampel darah dipindahkan ke dalam tabung 

microcentrifuge berukuran 1,5 cc untuk proses sentrifugasi. Pertama 

dilaksanakan sentrifugasi pada kecepatan 5000 rpm selama 3 menit untuk 

memisahkan komponen darah yang berbeda. Setelah itu, supernatan yang 

terbentuk hasil sentrifugasi diambil dengan hati-hati. Untuk melanjutkan 

isolasi, Tri-reagen solution ditambahkan ke dalam sampel dengan rasio 1:1 

dan homogenkan campuran tersebut, kemudian diamkan beberapa saat 

agar bahan tersebut tercampur dengan sempurna. 

Proses sentrifugasi kembali dijalankan dengan kecepatan 3000 rpm selama 

dua menit untuk memperoleh pemisahan lebih lanjut. Supernatan hasil 

sentrifugasi tersebut kemudian dibuang dengan hati-hati. Langkah 

selanjutnya adalah membilas pellet yang terbentuk dengan aquabides steril 

sebanyak satu kali dengan cara sentrifugasi. Setelah itu, tambahkan 1 ml 

ethanol absolute ke dalam pellet untuk menghilangkan sisa-sisa yang tidak 
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diperlukan. Sentrifugasi kembali dilakukan pada perputaran 3000 rpm 

durasi 3 menit. Setelah itu, lakukan pembilasan dengan aquabides steril 

sekali lagi dengan menggunakan sentrifuge untuk memastikan pelarutan 

yang baik. Akhirnya, pellet yang telah diproses dilarutkan dengan buffer 

TAE 1x sebnyak 300 µl, sehingga hasil isolasi dapat digunakan untuk 

analisis lebih lanjut. 

3. Komposisi mix PCR 

Untuk menyiapkan komposis MIX PCR, langkah pertama adalah 

menyiapkan mikrotube 0,2 ml yang akan digunakan sebagai wadah untuk 

mencampurkan semua bahan. Kemudian, masukkan 12,5 µl Master MIX 

ke dalam microtube tersebut, yang akan berfungsi sebagai dasar campuran 

reaksi PCR. Selanjutnya, tambahkan 1 µl dari primer Forward (10pmol) 

dan 1 µl dari primer Reverse (10 pmol), masing-masing primer ini penting 

untuk menentukan wilayah target pada DNA yang akan di perbanyak. 

Setelah itu, tambahkan 4 µl DNA template yang mengandung meteri 

genetik yang akan diperbanyak. Sebagai langkah terakhir dalam 

komposisi, tambahkan 6,5 µl ddH2O untuk mencapai volume total yang 

diinginkan dalam reaksi PCR. Setelah semua bahan dimasukkan ke dalam 

microtube, homogenkan campuran tersebut dengan hati-hati untuk 

memastikan bahwa semua komponen tercampur dengan merata dan siap 

digunakan dalam siklus PCR. 
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4. Tahap PCR 30 siklus 

Pada tahap 30 siklus dalam PCR, pertama-tama hidupkan mesin PCR lalu 

tempatkan mikrotube 0,2 ml dimana mengandung campuran reaksi PCR ke 

dalam masing-masing slot PCR. Setelah itu, atur program PCR sesuai 

kebutuhan. Proses dimulai dengan pra-denaturasi dijalankan pada suhu 

95ºC selama tiga menit untuk memastikan template DNA terdenaturasi 

dengan baik. Selanjutnya, dilakukan tahapan denaturasi dengan temperatur 

98ºC durasi 20 detik, yang bertujuan untuk memisahkan untai ganda DNA. 

Tahap berikutnya adalah annealing, dilakukan pada suhu antara 60ºC 

hingga 70ºC selama 13 detik, untuk memungkinkan primer menempel 

pada template DNA. Kemudian, proses berlanjut dengan tahapan elongasi 

dengan temperatur 72ºC durasi satu menit, di mana enzim DNA 

polimerase mulai mensintesis untai DNA baru. Setelah selesai, tahap final 

elongasi dilakukan pada suhu 72ºC selama 1 menit untuk memastikan 

seluruh produk PCR tereliminasi dengan sempurna. Tahap terakhir adalah 

HOLD pada suhu 4ºC untuk menjaga kestabilan sampel, dan setelah 

semua pengaturan selesai, klik Run untuk memulai siklus PCR. 

5. Elektroforesis 

Pada tahap elektroforesis, pertama-tama larutkan 1 gram agarosa bubuk ke 

dalam 100 ml larutan buffer TAE di dalam becker glass, lalu dipanaskan 

hingga mencapai titik didih menggunakan magnetic stirrer dengan hot 

plate. Setelah agarose mendidih, tambahkan 1 tetes Gel-Red ke dalam 

larutan agarose yang telah mencapai titik didih untuk memudahkan 
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visualisasi DNA setelah proses elektroforesis. Selanjutnya, sebanyak 3 µl 

produk PCR dipipet kemudian dicampurkan 1 µl larutan loading dye, lalu 

masukkan campuran tersebut ke dalam well gel agarose. Untuk menandai 

ukuran fragmen DNA, pipet 5 µl ladder 100 bp lalu tambah dengan 1 µl 

loading dye sebelum dimuat ke dalam well gel agarose sebagai marker. 

Setelah semua sampel dan marker dimasukkan, elektroforesis dioperasikan 

pada tegangan tegangan sebesar 90V selama 60 menit setelah alat 

diaktifkan. Proses selanjutnya, gel diletakkan ke alat UV Transluminator 

untuk dianalisis hasilnya. 

6. Gel documentation 

Untuk menggunakan alat gel documentation, langkah pertama yang harus 

dilakukan adalah menghubungkan perangkat dengan arus listrik agar dapat 

berfungsi dengan baik. Setelah alat siap, gel agarose yang telah digunakan 

dalam proses elektroforesis ditempatkan dengam hati-hati di atas meja 

khusus dalam alat gel documentation. Posis gel harus benar agar hasil 

dokumentasi optimal. 

Setelah gel berada di tempatnya, tutup alat gel documentation untuk 

mencegah gangguan cahaya dari luar yang dapat mempengaruhi hasil 

visualisasi. Selanjutnya, tekan tombol On untuk menyalakan alat dan 

memulai proses dokumentasi. 

Terakhir, amati hasil yang muncul pada layar alat atau perangkat yang 

terhubung. Dokumentasikan hasil elektroforesis dengan mengambil 
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gambar atau menyimpan data sesuai kebutuhan analisis. (Situmorang et al, 

2024). 

4.6.3. Uji validitas dan reliabilitas 

1. Uji validitas 

Validitas instrumen merupakan ukuran sejauh mana suatu alat ukur dapat 

diandalkan dan dianggap sah. Instrumen dikatakan valid apabila alat ukur 

yang dipakai mampu mendapatkan data secara tepat dan sesuai dengan 

konstruk atau variabel yang memang hendak diukur (Adiputra et al., 2021). 

Alat yang diterapkan pada penelitian ini untuk deteksi gen HbE metode 

elektroforesis pada pasien anemia adalah PCR Benchmark TC-32 Mini 

Thermal Cycler dan Accuris My Gel Mini Electrophoresis. Perlu dilakukan 

pengecekan dan kalibrasi terlebih dahulu apakah alat masih layak digunakan 

dan dapat berfungsi dengan benar sebelum digunakan. 

2. Uji reliabilitas 

Reliabilitas instrumen merupakan penanda bahwa alat yang diterapkan 

pada penelitian mempunyai tingkat stabilitas yang bagus sebagai sarana 

pengukuran. Keandalan ini dapat dinilai, salah satunya dengan melihat 

kesesuaian hasil pengukuran yang diperoleh secara berulang dari waktu ke 

waktu, selama fenomena yang diukur tetap tidak mengalami perubahan 

(Adiputra et al., 2021). Untuk meningkatkan reliabilitas alat ukur peneliti 

melakukan pemeriksaan alat sebelum digunakan, dan menggunakan alat yang 

sudah melalui proses kalibrasi. 
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4.7. Kerangka Operasional 

Kerangka Operasional adalah panduan atau teknik dalam penelitian yang 

dimulai dari pengajuan judul, pemilihan populasi dan sampel, pengumpulan data, 

analisa data, penyajian hasil, dan kesimpulan. 

Bagan 4.1 Kerangka Operasional Deteksi HbE Metode Elektroforesis Gel 

pada Pasien Anemia di Rumah Sakit Santa Elisabeth Medan 2025 
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4.8. Analisis Data 

Analisis data ialah rangkaian sistematik untuk mengolah data dan menata 

data yang telah dikumpulkan guna memperoleh kesimpulan dalam penelitian. 

Analisis statistik yang digunakan adalah statistik deskriptif. Analisis univariat 

merupakan jenis analisis statistik deskriptif yang hanya melibatkan satu variabel 

dalam satu sampel, atau juga dapat mencakup beberapa variebel yang dianalisis 

secara terpisah (Muhid, 2019). Analisis data pada penelitian ini dilaksanakan 

dengan memakai software SPSS versi 26. Metode analisis yang diterapkan adalah 

statistik deskriptif atau analisis univariat, yang mencakup distribusi frekuensi, 

nilai rata-rata (mean), nilai tengah (median), dan standar deviasi. Seluruh data 

diolah secara sistematis untuk menggambarkan deteksi gen HbE metode 

elektroforesis gel pada pasien anemia di Rumah Sakit Santa Elisabeth Medan. 

4.9. Etika Penelitian 

Etika sangat penting dalam penelitian untuk memastikan penelitian 

mengikuti norma dan pedoman yang telah ditetapkan, sehingga hasilnya dapat 

dipercaya dan diterima oleh masyarakat. Setiap penelitian dimana melibatkan 

manusia sebagai subjek harus disetujui oleh komisi etik terlebih dahulu apabila 

menggunakan metode ilmiah yang baik dan benar. Peneliti melakukan uji layak 

etik di Komisi etik Sekolah Tinggi Ilmu Kesehatan Santa Elisabeth Medan dengan 

kode etik (No.018/KEPK-SE/PE-DT/III/2025). Peneliti harus menjunjung tinggi 

prinsip-prinsip etika inti selama proses penelitian, termasuk: 
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1. Respect for person 

Menghargai martabat manusia sebagai individu yang memiliki kebebasan 

dalam menentukan pilihan serta bertanggung jawab atas keputusannya sendiri 

merupakan hal yang penting. Setiap keputusan yang dibuat oleh responden 

harus selalu dihormati, sementara responden dengan keterbatasan dalam 

mengambil keputusan tetap harus mendapatkan perlindungan dari 

kemungkinan kerugian. Salah satu langkah yang mencerminkan prinsip 

penghormatan terhadap nilai dan martabat responden adalah dengan 

menyediakan lembar persetujuan. tertulis. 

2. Beneficence & Non-maleficence 

Penelitian yang dilakukan wajib didasarkan pada asas kebajikan, yakni 

dengan berupaya semaksimal mungkin memberikan manfaat bagi orang lain 

serta meminimalkan potensi kerugian. 

3. Justice 

Prinsip etikan keadilan menekankan tanggung jawab etis atas 

perlakuan adil dan setara terhadap semua individu sebagai pribadi yang 

memiliki hak otonom. Setiap responden wajib diperlakukan secara setara 

sesuai dengan prosedur penelitian yang telah ditetapkan (Haryani & 

Setyobroto, 2022). 
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BAB 5 

HASIL PENELITIAN DAN PEMBAHASAN 

 

5.1. Gambaran Lokasi Penelitian 

Rumah Sakit Santa Elisabeth Medan merupakan institusi layanan kesehatan 

milik swasta yang berlokasi di Kota Medan, tepatnya di Jalan Haji Misbah No. 07, 

wilayah Kecamatan Medan Maimun, Provinsi Sumatera Utara. Rumah sakit ini 

termasuk dalam kategori tipe B dan dikelola oleh Kongregasi Fransiskan Santa 

Elisabeth. Dalam menjalankan misinya rumah sakit ini memiliki fasilitas 

penunjang medis meliputi laboratorium 24 jam, radiologi (termasuk CT-Scan dan 

rontgen), EKG, EEG, fisioterapi, layanan cuci darah, transfusi darah, farmasi, 

dokumentasi medis, dan unit sterilisasi alat kesehatan (CSSD). 

Dari data yang diperoleh dari Rumah Sakit Santa Elisabeth Medan, lokasi 

penelitian yang digunakan oleh peneliti adalah Laboratorium Biomoleculer 

Sekolah Tinggi Ilmu Kesehatan Santa Elisabeth Medan yang berfungsi untuk 

melakukan deteksi gen Hemoglobin E metode elektroforesis gel pada pasien 

anemia. 

5.2. Hasil Penelitian 

Dalam bab ini dipaparkan temuan-temuan penelitian terkait deteksi gen 

hemoglobin e metode elektroforesis gel pada pasien anemia di Rumah Sakit Santa 

Elisabeth Medan yang dimulai dari tanggal 09 April sampai 12 Juni 2025. Peneliti 

menyerahkan surat persetujuan penelitian kepada kepala ruangan, setelah 

memperoleh izin, peneliti membagikan informed consent kepada responden, untuk 

mendapat persetujuan. Peneliti melakukan pengambilan darah vena dengan 
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menjelaskan maksud dan tujuan pemeriksaan kepada responden. Responden 

dalam penelitian ini adalah pasien anemia sebanyak 25 orang. 

Hasil penelitian diperoleh melalui beberapa tahapan yang dimulai dengan 

pengambilan darah vena darah pasien. Darah tersebut kemudian diproses 

menggunakan sentrifugasi untuk memisahkan komponen darah dan mendapatkan 

lapisan buffy coat yang mengandung DNA. Setelah itu, dilakukan isolasi DNA 

dengan cara membilas sampel menggunakan larutan Tri-Reagen dengan 

perbandingan 1:1. Tahap berikutnya adalah pencampuran komponen PCR mix, 

termasuk penambahan primer forward dan reverse, yang diperlukan untuk 

memperbanyak fragmen DNA target melalui reaksi PCR. Proses PCR 

dilaksanakan dengan program temperatur tertentu, proses denaturasi dilakukan 

dengan temperatur 95°C durasi tigamenit, selanjutnya dengan tahap annealing 

dengan temperatur 60°C durasi 30 detik, terakhir dilakukan elongasi dengan 

temperatur 70°C durasi 1 menit. 

Setelah proses amplifikasi selesai, dibuat gel agarosa dengan 

mencampurkan 1gram agarosa ke dalam 100 mL larutan TAE buffer, lalu 

dituangkan ke dalam wadah cetakan. Setelah gel mengeras, dipindahkan ke alat 

elektroforesis dan ditambahkan larutan TAE buffer hingga seluruh permukaan gel 

terendam. Sampel hasil PCR kemudian dimasukkan ke dalam sumur (well) yang 

tersedia di dalam gel. Proses elektroforesis dijalankan selama 60 menit dengan 

tegangan 35 volt. Setelah waktu elektroforesis selesai, hasil visualisasi pita DNA 

dibaca menggunakan alat dokumentasi gel untuk mengetahui ada atau tidaknya 
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mutasi pada gen HbE. Berikut hasil penelitian yang diperoleh ditunjukkan pada 

tabel sebagai berikut : 

5.2.1. Distribusi Frekuensi Kadar Hemoglobin di Rumah Sakit Santa 

Elisabeth Medan 

 

Responden dalam penelitian ini adalah pasien anemia di Rumah Sakit Santa 

Elisabeth Medan sebanyak 25 orang dipaparkan dalam tabel berikut. 

Tabel 5. 1  Distribusi Kadar Hb Responden pada Pasien Anemia di Rumah  

 Sakit Santa Elisabeth Medan 

 

Jenis Kelamin Hb Normal Range Kadar Hb Keterangan 

Laki-laki 13-17 gr/dL 7,8-11,7 gr/dL Anemia 

Perempuan 12-15 gr/dL 8,3-11,3 gr/dL Anemia 

 

Merujuk pada tabel 5.1, didapatkan kadar Hb responden bervariasi, dimana 

kadar Hb laki-laki ditemukan sebesar 7,8 sampai 11,7 gr/dL sedangkan kadar Hb 

perempuan sebesar 8,3 sampai 11,3 gr/dL. Dapat dipastikan bahwa seluruh 

responden adalah pasien anemia karena nilai Hb responden berada di bawah nilai 

normal. 

Tabel 5. 2  Distribusi Frekuensi Kadar Hb Responden Berdasarkan Nilai 

Mean, Median, Standar Deviasi, Minimum, Maximum, 95% CI 

Variabel Mean Median 
Standar 

deviasi 
Min Max 95%CI 

Kadar Hb 

(gr/dL) 
9,6 9,7 1,0681 7,8 11,7 

9,167-

10,04 

 

Merujuk pada tabel 5.2, dapat dilihat nilai rata-rata kadar Hb yang 

didapatkan dari keseluruhan responden adalah sebesar 9,6 gr/dL, dengan nilai 

median sebesar 9,7 gr/dL, yang menunjukkan bahwa nilai tengah dari distribusi 

data berada sedikit di atas nilai rata-rata. Nilai standar deviasi sebesar 1,0681 

menunjukkan adanya variasi kadar Hb antar responden. Interval kepercayaan 95% 



 

Sekolah Tinggi Ilmu Kesehatan Santa Elisabeth Medan 

 

 

(95% Confidence Interval/CI) untuk nilai rata-rata kadar Hb berada pada kisaran 

9,167 hingga 10,04 gr/dL. 

5.2.2. Hasil Deteksi Gen Hemoglobin E Metode Elektroforesis Gel pada 

Pasien Anemia di Rumah Sakit Santa Elisabeth Medan 

 

Deteksi gen Hemoglobin E (HbE) pada pasien anemia dilakukan dengan 

elektroforesis gel agarosa untuk melihat pita DNA hasil PCR yang menujukkan 

mutasi genetik. Gambar berikut menampilkan hasil dari 25 sampel yang telah 

melalui isolasi DNA dan PCR. 

 

 

 

 

 

 

Gambar 5.1 Hasil Deteksi Gen Hemoglobin E Metode Elektroforesis Gel 

pada Pasien Anemia di Rumah Sakit Santa Elisabeth Medan 

 

Gambar di atas menunjukkan hasil elektroforesis DNA dari 25 sampel dan 

marker DNA pada gel agarosa terlihat kurang jelas, sehingga tidak 

memungkinkan untuk dilakukan interpretasi secara akurat terhadap kemungkinan 

adanya mutasi gen HbE. Ketidakjelasan pita pada sumur kemungkinan disebabkan 

karena ketidakstabilan suhu (2°C-8°C) pada saat pengiriman sampel dari rumah 

sakit menuju laboratorium biomolekuler, dan keahlian peneliti memipet sampel 

pada gel agarosa yang kurang tepat. 
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5.3. Pembahasan 

5.3.1. Kadar Hemoglobin pada Pasien Anemia di Rumah Sakit Santa 

Elisabeth Medan 2025 

 

Dari temuan penelitian yang dilaksanakan di Rumah Sakit Santa Elisabeth 

Medan, hasil analisis menunjukkan adanya variasi kadar Hb. Kadar Hb pada 

resonden pria berada dalam rentang 7,8-11,7 gr/dL. Sementara pada wanita 

berkisar antara 8,3-11,3 gr/dL. Kondisi ini menunjukkan bahwa pasien mengalami 

penurunan jumlah hemoglobin dalam darah, yang merupakan indikator utama 

terjadinya anemia.  

Penurunan kadar hemogobin dapat disebabkan oleh beragam penyebab 

seperti defisiensi zat besi, pendarahan secara kronis, gangguan produksi sel darah 

merah di sumsum tulang, atau adanya penyakit kronis yang mendasari. Defisiensi 

zat besi menjadi penyebab yang paling umum, terutama pada kelompok usia 

produktif dan wanita, karena kebutuhan zat besi yang meningkat dan kurangnya 

asupan gizi yang seimbang. Hasil ini seturut pada penelitian Nugraha & Yasa., 

(2022) yang menyatakan bahwa kekurangan zat besi merupakan penyebab utama 

anemia remaja putri. Selain itu, faktor kehilangan darah kronis, seperti menstruasi 

berat atau gangguan pencernaan, juga menjadi pemicu anemia, sebagaimana 

disebutkan dalam studi oleh Nasruddin et al., (2021). 

Gangguan pada sumsum tulang, baik akibat penyakit kronis seperti gagal 

ginjal maupun kondisi inflamasi jangka panjang, dapat menyebabkan produksi 

eritrosit terganggu dan berdampak langsung pada penurunan kadar Hb. Temuan di 

atas didukung oleh penelitian Akhdiyat., (2020) yang menjelaskan bahwa anemia 

pada pasien ginjal kronis berkaitan erat dengan rendahnya produksi eritropoietin. 
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Secara keseluruhan, variasi kadar Hb dalam penelitian ini mencerminkan adanya 

masalah gizi, fisiologis, dan patologis yang saling berperan dalam memicu 

terjadinya anemia pada pasien. 

5.3.2. Distribusi Frekuensi Kadar Hb Pasien Anemia 

Berdasarkan hasil distribusi frekuensi kadar Hb pasien anemia menujukkan 

adanya variasi kadar Hb antar responden, meskipun variasinya tidak terlalu besar. 

Ini mengindikasi bahwa mayoritas responden memiliki kadar Hb yang berada di 

bawah nilai normal (12-15 gr/dL untuk perempuan dan 13-17 gr/dL untuk laki-

laki) yang mengindikasikan adanya kondisi anemia pada populasi tersebut. 

Rendahnya kadar Hb ini mencerminkan adanya anemia ringan hingga sedang 

yang umum terjadi pada kelompok tertentu seperti wanita usia subur, pasien 

dengan penyakit kronis atau kurangnya asupan gizi seperti zat besi, asam folat, 

dan vitamin B12. Temuan ini konsisten dengan studi yang dilakukan oleh A. 

Gupta et al., (2022) di Haryana, India menunjukkan bahwa kadar Hb rata-rata 

remaja putri berkisar antara 7-11,9 gr/dL, dengan faktor penyebab utama adalah 

kekurangan zat besi, peradangan, menstruasi dan pola makan yang kurang 

seimbang. 

Penelitian lain oleh (Utami et al., 2022) juga mendukung temuan ini, bahwa 

kadar Hb rendah berkorelasi dengan kurangnya asupan zat gizi dan pengetahuan 

gizi. Hasil ini menekankan pentingnya intervensi gizi bukan hanya terpusat pada 

edukasi, namun perilaku juga penyediaan makanan bergizi untuk mencegah 

komplikasi anemia yang lebih lanjut. 
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5.3.3. Keberadaan Gen HbE pada Pasien Anemia 

Secara genetik, mutasi HbE terjadi akibat substitusi satu basa nitrogen pada 

gen β-globin, yaitu pergantian nukleotida GAG menjadi AAG pada kodon ke 26, 

yang mengakibatkan perubahan asam amino dari glutamat (Glu) menjadi lisin 

(Lys). Jika dilihat pada urutan DNA, mutasi ini secara teoritis terletak sekitar bp 

ke-79 hingga 81 dari awal sekuens β-globin coding region (karena kodon ke-1 

dimulai dari bp 1–3, maka kodon ke-26 berada pada posisi bp ke-76–78). 

Pada kondisi normal (HbAA), pita tunggal akan tampak di posisi fragmen 

DNA normal, sedangkan pada individu heterozigot HbAE, akan muncul dua pita; 

satu mewakili alel normal dan satu lagi pita pada posisi mutasi. Sementara pada 

HbEE (Homozigot mutasi), hanya pita mutasi yang terlihat. Penjelasan ini 

didukung oleh Fucharoen & Winichagoon, (2021) yang menjelaskan bahwa HbE 

merupakan hemoglobin E varian paling umum di Asia Tenggara, dengan mutasi 

tunggal pada posisi 26 dari rantai β-globin, serta oleh Moiz et al., (2022) yang 

memvalidasi posisi mutasi ini melalui pendekatan sequencing dan elektroforesis 

berbasis PCR.  

Namun, dalam hasil elektroforesis yang diperoleh pada penelitian ini, pita 

terlihat kurang jelas dan samar. Hasil ini menyulitkan dalam memastikan secara 

visual kemungkinan keberadaan mutasi. Ketidakjelasan pita ini kemungkinan 

besar disebabkan oleh faktor teknis saat running elektroforesis, seperti tegangan 

terlalu tinggi dapat menyebabkan pemanasan berlebih (Joule heating), sementara 

tegangan terlalu rendah menyebabkan migrasi lambat dan pita menjadi menyebar, 

buffer yang sudah digunakan berulang kali atau tidak diganti dapat menyebabkan 
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migrasi tidak konsisten dan penurunan resolusi. Selain itu, ketebalan gel dan 

desain sumur turut memengaruhi distribusi arus listrik dan difusi pita, hingga 

teknik pipetting yang tidak akurat. Faktor-faktor di atas seturut dengan temuan 

oleh Semenov et al., (2023), yang memperjelas bahwa ketidakpastian hasil 

elektroforesis tidak hanya disebabkan oleh kesalahan pengambilan sampel, tetapi 

juga oleh kondisi operasional alat seperti tegangan, buffer, serta teknik pipetting. 

Hasil elektroforesis yang dilakukan terhadap sampel pasien anemia 

menunjukkan adanya pita DNA, namun kualitas pita tersebut tampak samar dan 

tidak jelas. Kondisi ini menyebabkan tidak dapat dipastikan secara akurat apakah 

terdapat mutasi pada gen HbE, sehingga sulit untuk dianalisis secara objektif. 

Keberhasilan proses elektroforesis dipengaruhi oleh berbagai faktor, seperti 

pengiriman sampel, pipetting, ukuran molekul DNA, konsentrasi agarosa dalam 

gel, komposisi buffer elektroforesis (L. D. Anggreni, Dewi, Dewi, & Mahardika, 

2022). 

Distribusi sampel dan waktu tempuh yang lama tanpa kendali suhu yang 

memadai selama pengambilan darah vena dan sebelum proses PCR dan 

elektroforesis berpotensi menurunkan kualitas DNA. Selaras dengan penelitian 

Bitskinashvili et al., (2023) menujukkan bahwa paparan suhu tinggi akan 

mempercepat oksidasi DNA. Akibatnya, hasil elektroforesis akan menampilkan 

pita yang samar, kabur, atau bahkan tidak tampak sama sekali, sehingga analisis 

mutasi gen seperti HbE menjadi tidak akurat dan tidak dapat dikonfirmasi secara 

valid. 
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Ketidakakuratan hasil elektroforesis yang menghasilkan pita samar dalam 

penelitian ini juga kemungkinan besar disebabkan oleh variasi dalam teknik 

pipeting mulai dari sudut pengambilan, kecepatan aspirasi/dispensing, yang 

mengakibatkan volume sampel tidak termuat dengan konsisten ke dalam gel. 

Sejalan dengan penelitian Bobryk & Goossen, (2021) udara di sumur atau pipet 

yang menusuk dasar gel juga dapat menyebabkan kebocoran atau migrasi sampel 

yang salah, menghasilkan pita yang kabur atau tidak tajam. 

5.4. Keterbatasan Penelitian 

Terdapat sejumlah keterbatasan dalam pelaksanaan penelitian ini diantaranya : 

1. Penyediaan reagen master mix, primer, TAE buffer masih sangat kurang 

sehingga pengulangan tindakan pcr dan elektroforesis tidak bisa dilakukan 

2. Keterbatasan literatur hasil penelitian sebelumnya yang didapatkan peneliti 

3. Biaya penelitian yang besar
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BAB 6 

SIMPULAN DAN SARAN 

 

6.1. Simpulan 

Dari temuan penelitian terkait deteksi gen Hemoglobin E metode 

elektroforesis gel pada pasien anemia di Rumah Sakit Santa Elisabeth Medan 

dapat disimpulkan sebagai berikut: 

1. Hasil pengecekkan kadar Hb yang melibatkan 25 sampel pada pasien 

anemia melalui pemeriksaan kadar hemoglobin, dan hasil diperoleh 

sampel benar mengalami anemia yang ditandai dengan kadar Hb berada di 

bawah normal berkisar antar 7,8 sampai 11,7 gr/dL 

2. Hasil elektroforesis yang dilakukan pada sampel pasien anemia 

menunjukkan adanya pita DNA pada gel agarose. Namun kualitas pita 

yang terbentuk terlihat samar dan tidak jelas, sehingga tidak 

memungkinkan untuk dilakukan interpretasi secara akurat terhadap 

kemungkinan adanya mutasi pada gen HbE. 

6.2. Saran 

1. Bagi Peneliti selanjutnya 

Sebaiknya sampel darah dikirim dan disimpan pada suhu 2°C-8°C serta 

segera diproses untuk menjaga kualitas DNA. Perhatikan jeda waktu 

antara pengambilan darah dan isolasi. Teknik pipetting ke gel agarose juga 

harus dilakukan dengan hati-hati dan tepat agar sampel tidak rusak atau 

tumpah. 
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2. Bagi mahasiswa 

Bagi mahasiswa yang akan melakukan penelitian serupa, disarankan untuk 

lebih memperhatikan tahapan teknis secara detail, terutama dalam proses 

ekstraksi DNA, pencampuran reagen PCR, dan teknik pipetting saat 

memuat sampel ke dalam gel agarosa. 
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Surat Izin Penelitian 
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Surat Balasan Penelitian 

 
 

 

 

 

 

 



 

Sekolah Tinggi Ilmu Kesehatan Santa Elisabeth Medan 

 

 

Surat keterangan Selesai Penelitian 
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Surat Izin Survei Data Awal 
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Surat Balasan Survei Data Awal 
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Lembar Bimbingan Proposal 
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Lembar Bimbingan Revisi Proposal 
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Lembar Bimbingan Skripsi 
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Lembar Data Observasi 
 

Kode Sampel 
Kadar Hb 

gr/dL 

Hasil 

Terdapat pita Pita kurang jelas 

01 11.7  ✓ 

02 8.9  ✓ 

03 9.8  ✓ 

04 9.1  ✓ 

05 10.6  ✓ 

06 10.1  ✓ 

07 9.3  ✓ 

08 8.4  ✓ 

09 7.8  ✓ 

10 9.9  ✓ 

11 9.8  ✓ 

12 9.3  ✓ 

13 10.2  ✓ 

14 8.9  ✓ 

15 8.4  ✓ 

16 8.3  ✓ 

17 11.3  ✓ 

18 10.5  ✓ 

19 9.5  ✓ 

20 10.3  ✓ 

21 7.8  ✓ 

22 9.7  ✓ 

23 10.4  ✓ 

24 11.4  ✓ 

25 8.8  ✓ 
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Master Data Penelitian 
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Hasil Uji  
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Foto/Gambar 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Mini PCR     Microcentrifuge 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Elektroforesis     Uv Transluminator/Geldoc 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hot Plate with Stirrer Nierbeken, alcohol swab, plaster, 

tourniquet, handscoon  
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Micropipet 10, 100, 500, 1000 µl beserta tip  Microtube 1,5 ml 

 

 
Microtube 0,2 ml    Primer Forward and Reverse 

 

 
DNA Gel     Master Mix 
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Perfect DNA kb Ladder Tabung edta 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Agarose Powder   Triss Acetat Edta (TAE) buffer 
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Dokumentasi penelitian 

 

 

 

 

 

 

 

 

      

 

 

 

 

Sampel darah pasien    Proses pencucian sampel 

 

 

 

 

 

     

 

 

 

 

 

 

 

 

Running sampel pada pcr  Sampel running pcr 

 

 

 

 

 

 

 

 

     

 

 

 

 

 

Pembuatan media agarose  Penuangan media agarose pada cetakan 
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Penambahan reagen DNA gel, Pemipetan sampel ke dalam sumur agarose 

 

 

 

 

 

 

 

      

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Running sampel pada alat elektroforesis Pembacaan hasil elektroforesis pd 

alat UV Transluminator/Geldoc 

 

 


