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ABSTRACT

Biosampling of dried blood spot method became lately very interested in bioanalysis, some
of the advantages given in this method compared to conventional venous canulla
(venipuncture); less invasive making it more pleasant for the patient or subject, requires
small volume, requires simple transportation process and storage did not need special
equipment, suod stabilizes analit and reduces risk of infection. The method of dried blood
spot is done by invasive light on the finger or heel prick and then spike on filter paper and
dried at room temperature or under nitrogen flow with controlled humidity and stored in
bag with desiccant packages, than it analyzed using validation bioanalyzing method. Dried
blood spot method can be applied on bioanalysis test for pharmacokinetic, toksikokinetic ,
epidemiologic and Teurapeutic drug monitoring.
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ABSTRAK

Biosampling dengan metode sampel darah kering (dried blood spot) belakangan menjadi
sangat diminati dalam bioanalisis, beberapa keuntungan yang diberikan pada metode ini
dibandingkan metode vena (venipuncture) antara lain; minimum invasif sehingga lebih
menyenangkan bagi pasien atau subjek, volume sampel sedikit, proses transportasi dan
penyimpanan tidak memerlukan peralatan khusus, stabilitas analit baik, dan mengurangi
resiko infeksi. Metode sampel darah kering dilakukan dengan invasif ringan pada ujung
jari atau pada tumit kemudian diusapkan pada kertas filter dan dikeringkan pada suhu
kamar atau dibawah aliran gas nitrogen dengan kelembaban yang terkontrol lalu disimpan
pada kantong bertutup, selanjutnya dianalisis dengan metode bioanalisis yang tervalidasi.
Metode sampel darah kering dapat diaplikasikan pada uji farmakokinetik, toksikokinetik,
epidemiologi, dan pemantauan terapi obat .

Kata kunci: sampel darah kering, bioanalisis, farmakokinetik, Pemantauan terapi obat

PENDAHULUAN

Matriks biologi yang paling
sering digunakan dalam menganalisis
kadar obat adalah darah, serum, plasma,
urine dan saliva. Dalam hal memperoleh
matriks biologi (terutama darah) dari
subjek dapat dilakukan dengan cara
invasif melalu vena (Venipuncture), ini
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merupakan metode biosampling
konvensional dengan tehnik  yang
menyakitkan, selain itu penggunaan
volume sampel yang besar akan sulit
dilakukan pada  pengujian seri
farmakokinetik ataupun toksikokinetik
yang dilakukan pada hewan kecil (Evans
etal., 2015),

224


mailto:supandiuhamka@gmail.com

Penggunaan metode sampel darah
kering dalam bioanalisis memberikan
penyederhanaan proses pengumpulan
darah dan analisis dibandingkan metode
Venipuncture. Metode sampel darah
kering diperkirakan menjadi pengganti
yang menjanjikan bahkan bisa melampaui
metode bio-matriks (plasma/serum) untuk
pengujian farmakokinetik dan
pemantauan terapi obat (Sharma et al.,
2014). Keuntungan metode sampel darah
kering dibanding metode konvensioanal
diantaranya; (1) mudah dan minimal
invasif dalam mengumpulkan sampel,
dapat dilakukan tanpa tenaga
phelebotomist karena sampel
dikumpulkan dari ujung jari atau tumit
dengan invasif minimal menggunakan
lancet steril (Wenkui et al., 2015), (2)
volume sampel yang digunakan sedikit,
hal ini mudah diimplementasikan pada
hewan kecil, anak-anak dan bayi
(Wilhelm et al., 2014), (3) analit lebih
stabil dibandingkan penyimpanan pada
freezer (Wilhelm et al., 2014), (4) biaya
yang lebih rendah dalam proses, karena
sampel DBS dapat disimpan dalam suhu
kamar dalam pengiriman dan
penyimpanan sehingga tidak memerlukan
dry icef/ice box (Déglon et al., 2012), (5)
memberikan keamanan, dalam keadaan
kering senyawa pathogen menjadi tidak
aktif sehingga mengurangi resiko infeksi.
Hal yang sama dengan  proses
pengambilan sampel yang diusapkan
pada kertas filter akan mengurangi resiko
infeksi HIV/AIDS dan infeksi pathogen
lainya (Rizwana et al., 2013)

Kendala yang dihadapi dalam
penerpan metode ini adalah; (1) volume
kecil, menyebabkan analit yang tersedia
semakin kecil sehingga diperlukan tehnik
analisa yang lebih sensitif, (2) resiko
kontaminasi, jika orang yang sama yang
melakukan ~ pemberian  obat  dan
pengambilan sampel maka
memungkinkan resiko kertas filter
terkontaminasi obat, (3) jika dilakukan
olen pasien meski sudah diberikan
pelatihan, pengambilan sampel tidak
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selalu berhasil, (4) konsentrasi analit di
kapiler kemungkinan berbeda dengan di
vena, (5) validasi yang lebih sulit karena
variasi nilai hematokrit dapat
menyebabkan perbedaan homogenitas
dan sebaran sampel pada spot kertas
filter, penggunaan kertas yang berbeda
juga  diperlukan  validasi  parsial
(Timmerman et al., 2011).

Metode sampel darah kering dapat
membantu aplikasi pada uji
farmakokinetik  dan  toksikokinetik,
monitoring penggunaan obat, skrining
penyakit, test penggunaan doping dan
pengujian metabolisme. Hal ini telah
diterapkan pada industri farmasi, rumah
sakit dan pusat penelitian, terutama untuk
sampel dengan volume Kkecil, daerah
pengambilan sampel sulit atau terpencil,
penyimpanan, proses dan transportasinya
(Sharma et al.,, 2014; Wilhelm et al.,
2014; Evan et al., 2015).

SAMPEL DARAH KERING

Dalam analisis menggunakan
metode sampel darah kering langkah-
langkah yang harus diperhatikan adalah
sebagai berikut:

Pemilihan kertas

Kertas filter yang digunakan
terdiri dari selulosa dan non selulosa yang
memiliki ukuran pori dan ketebalan
tertentu. Di pasaran dikenal jenis
Whatman 903, FTA DMPK dan FTA
Elute, dimana penggunakan jenis kertas
disesuaikan  dengan analisis  yang
dilakukan. Whatman 903 digunakan
untuk pengujian skrining dan subjek bayi,
FTA DMPK digunakan untuk pengujian
farmakokinetik ~ dan toksikokinetik
sedangkan FTA Elute duganakan untuk
mengumpulkan dan mempurifikasi DNA
pada analisis akhir (Clark and Julian,
2011; Zhang et al., 2012). Food and
Drug Administration menyetujui tiga
jenis kertas filter yang dapat digunakan
untuk mengkoleksi spesimen darah,
yaitu; Ahlstrom 226-k062932, whatman
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903 dan Perkinelmer 226-21 CFR
862.1675 (FDA).

Pengumpulan sampel

Aplikasi pada subjek manusia
sampel darah diambil dari jari tangan, jari
kaki atau tumit dengan invasif ringan
menggunakan lancet steril. Sedangkan
untuk  studi  farmakokinetik  dan
toksikonetik pada hewan coba (tikus dan
mencit) darah diambil melalui vena ekor
(Dainty et al., 2012). untuk pengujian
kualitatif, sampel darah yang diambil dari
jari/tumit langsung di tampung pada
kertas filter sedangkan untuk pengujian
secara kuantitatif sampel darah di
teteskan ke kertas filter secara kuantitatif
menggunakan pipet/kapiler (Demirev,
2013).

Pada kasus tertentu penambahan
antikoagulan diperlukan untuk
memperoleh bercak yang tepat. Heparin
dan EDTA adalah antikoagulan yang
dapat  digunakan. EDTA  dapat
menyebabkan gangguan pada
Spektroskopi Massa tetapi EDTA lebih
baik dari heparin dalam hal pencampuran
dan kemampuan pengeringan bersama
dengan kalsium. Penggunaan
antikoagulan mempengaruhi hasil
pengujian  menggunakan quantitative
Polymerase Chain Reaction (Zanet et al.,
2013).

Penetesan berulang pada tempat
yang sama di kertas DBS harus dihindari,
karena akan menyebabkan specimen
tidak valid dan salah tafsir hasil.
Kerusakan  bercak  dapat  berupa;
bergumpal, jenuh, berubah warna,
mengandung bintik-bintik. Sampel darah
dengan nilai hematokrit yang berbeda
memiliki viskositas dan sebaran yang
berbeda mengakibatkan berbeda ukuran
bercak pada kertas filter (Kesel et al.,
2013).

Pengeringan

Setelah  pengumpulan  sampel,
kertas filter umumnya dikeringkan
horizontal selama 2-3 jam pada rak kartu
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pada suhu kamar atau di bawah aliran gas
nitrogen dengan kelembaban dikontrol
(Wenkui and Francis, 2010). Waktu yang
diperlukan untuk pengeringan akan
tergantung pada jenis serta volume
sampel.

Kertas filter tidak boleh ditumpuk
atau bagian bercak tersentuh
permukaannya saat pengeringan, harus
terhindar dari paparan lingkungan seperti
sinar matahari langsung, debu, atau
serangga terbang karena akan
mengurangi integritas sampel. Proses
pengeringan merupakan langkah penting
dalam menjaga kestabilan  analit,
sehingga optimasi pH, suhu dan
kelembaban perlu dilakukan untuk
memperoleh kestabilan analit pada kertas
filter (Liu et al., 2011).

Penyimpanan dan pengiriman
Dibandingkan metode
konvensional, proses penyimpanan dan
pengiriman dengan metode sampel darah
kering mengalami
penyederhanaan/kemudahan. Metode
sampel darah kering tidak membutuhkan
freezer/ice box dan volume yang besar
untuk penyimpanan ataupun pengiriman
sehingga tidak membutuhkan peralatan
khusus yang membutuhkan biaya yang
mahal (EQA, 2005). Faktor kelembaban
merupakan faktor yang secara signifikan
akan mempengaruhi stabilitas analit dan
akan menyebabkan peluang pertumbuhan
bakteri, maka kertas DBS dalam
penyimpanan dan pengiriman harus
dijaga pada suhu yang konstan. Untuk
perlindungan dari kelembaban
lingkungan, kertas filter disarankan untuk
dibungkus dan dikemas dalam tas plastik
bersegel (plastik polystyrene) yang
memiliki  indikator  pengering dan
kelembaban (Rizwana et al., 2013)

Pemberian baku dalam

Penambahan baku dalam pada
metode sampel darah kering adalah
perlakuan yang rumit guna memperoleh
hasil analisis yang valid. Ada 2 cara
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menambahkan baku dalam; (1) baku
dalam ditambahkan sebelum ekstraksi,
baik secara langsung dalam tabung
ekstraksi atau dipelarut ekstraksi. Dalam
beberapa laporan penelitian metode ini
tidak menunjukkan effisiensi ekstraksi
dari metode sampel darah kering (Liu et
al., 2011). (2) Baku dalam ditambahkan
pada kertas filter sebelum penambahan
sampel darah, penambahan dilakukan
dengan cara disemprotkan pada Kkertas
filter di daerah/spot yang akan di berikan
sampel darah. Metode ini memberikan
homogenitas dan memastikan
reproduktifitas untuk hasil yang lebih
baik dan pada metode ini tidak ditemukan
variabilitas ekstraksi analit dari metode
sampel darah kering (Dieter et al., 2013.)

Ekstraksi

Ketas filter yang telah Kkering
dibuat lingkaran dengan diameter tertentu
pada bagian bercaknya dengan memotong
kertas filter yang dapat dilakukan secara
manual, semi-otomatis, dan otomatis
(Oliveira et al., 2014). Diameter kertas
DBS sangat tergantung dengan jumlah
volume darah sampel yang diberikan
(Neil Spooner 2013).

Ekstraksi analit dilakukan
menggunakan pelarut yang sesuali,
pemilihan pelarut harus dioptimalkan
sesuai profil kelarutan analit dengan
pertimbangan ekstraksi meminimalkan
dari campur kotoran endogen (Chambers
et al.,, 2013). Efisiensi ekstraksi dari
sampel darah kering dapat ditingkatkan
dengan penambahan amonium cair
(Borremans 2014). Dalam beberapa uji
perlakuan pengocokan, sonikasi dan
penguapan dilakukan untuk
meningkatkan efisiensi hasil ekstraksi.
Ekstraksi dengan sampel darah Kkering
dapat dilakukan dengan ekstraksi cair-
cair atau pun ekstraksi fase padat
(Edward et al, 2011; Soto et al., 2014).

METODE ANALISIS
Sampel yang telah diekstraksi
siap untuk dianalisis, metode analisis
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yang digunakan harus sudah tervalidasi
untuk meyakini kebenaran hasil analisis,
prosedur validasi yang dilakukan
mengikuti aturan dari Food and Drug
Administration (FDA) ataupun European
Medicine Agency (EMA), optimasi yang
dilakukan meliputi; volume sampel,
homogenitas bercak, hematokrit dan
carry-over (Jager et al., 2014).

Volume sampel berkisar antara
15-40 pL vyang ditentukan selama
validasi, volume sampel yang berbeda
harus diuji minimal pada dua tingkat
konsentrasi (rendah dan tinggi) dan
dilakukan pengulangan. Volume sampel
yang digunakan pada standar kalibrasi
harus sama dengan volume sampel yang
digunakan pada aplikasi sampel klinis.
Homogenitas bercak dapat dipengaruhi
saat penotolan sampel dan penyebarannya
serta lokasi pemotongan diameter kertas
filter, hal ini akan mempengaruhi
pengujian kuantitatif sampel darah kering
sehingga perlu dilakukan validasi
pemotongan diameter kertas filter dari
tepi atau dari pusat bercak sampel dengan
menyiapkan  sampel minimal dua
konsentrasi (rendah dan tinggi) dan
pengulangan 3 Kkali, jika masih ada
penyimpangan analisis dapat diujikan
pada jenis kertas filter yang berbeda
(O’mara et al, 2011). Carry-over
dilakukan  untuk  melihat adanya
komponen yang terbawa analit pada
sampel darah setelah penyuntikan sampel
pada konsentrasi tertinggi pada rentang
kurva kalibrasi. Carry-over dilakukan
dengan menyuntikan blanko kertas filter
setelah penyuntikan sampel dengan
konsentrasi  tertinggi, sesuai pedoman
pedoman EMA tidak boleh lebih besar
dari 20% dari batas bawah kuantifikasi.
Penggunaan darah utuh sebagai sampel
yang diambil dari perifer dengan volume
kecil, menyebabkan analit yang akan
dianalisa sangat kecil dan adanya
hematokrit akan sangat menggangu
analisa secara kuantitatif molekul obat.
Hematokrit akan mempengaruhi
penyebaran darah pada kertas filter
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sehingga diperlukan kondisi optimum
yang valid dalam penerapan metode
sampel darah kering untuk dapat
menganalisis molekul obat secara
kuantitatif (Philip & Neil 2010). Nilai
hematokrit akan dipengaruhi antara lain
oleh jenis kelamin, umur, status gizi dan
pasien yang menjalani kemoterapi. Pasien
kemoterapi akan mengalami anemia
karena terjadi  penurunan  produksi
platelet  sehingga akan  memiliki
hematokrit yang rendah berkisar 0,2-0,3,
hematokrit pada darah kapiler lebih tinggi
dari hematokrit pada darah vena sekitar
0,61 dan pada anak-anak nilai hematokrit
0,35-0,45 (Kesel et al., 2013).

Beberapa metode yang digunakan
untuk analisis sampel darah kering
adalah; LC-MS/MS (Jager et al., 2014),
HPLC-MS/MS (Vu et al., 2014), UPLC-
MS/MS (La marca et al., 2012) GC-MS
(Ingels et al., 2010), LC-HRMS (Tanna et
al., 2015) UHPLC-MS/MS (Odoardi et
al., 2014).

PENGGUNAAN METODE SAMPEL
DARAH KERING

Studi toksikokinetik atau pra Kklinis
farmakokinetik

Pada pengujian pra  Kklinis
farmakokinetik pada hewan coba
memerlukan volume darah 1-2 mL per
sampel pada beberapa titik sehingga sulit
dilakukan seri percobaan menggunakan
hewan yang sama, metode sampel darah
kering dengan jumlah vyang kecil
memungkinkan pengambilan seri sampel
dapat dilakukan pada hewan yang sama
sehingga mengurangi variasi dari subjek.
Penggunaan metode sampel darah kering
telah membantu pengurangan jumlah
subjek hewan sampai 60% dan tentunya
akan mengurangi biaya penelitian (Dainty
et al., 2012). Penelitian yang dilakukan
oleh Nikolay et al. (2010) dengan
membandingkan metode sampel kering
dengan darah utuh (plasma) melaporkan
bahwa hasil dari keduanya serupa dalam
kaitannya dengan; area di bawah kurva
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(AUC), stabilitas, presisi, variabilitas dan
akurasi data. Bahkan untuk darah utuh
dengan rasio sel darah merah dengan
plasma yang tinggi akan menyebabkan
hemolisis darah sehingga menyebabkan
kesalahan  yang signifikan  dalam
perhitungan farmakokinetik-
farmakodinamik, penggunaan sampel
darah kering dapat mengatasi
permasalahan ini (Liang et al., 2011).

Pemantauan Terapi Obat

Dalam pemantauan terapi obat
penggunaan sampel darah kering sangat
membantu dalam hal rekrutmen relawan
karena metode yang minimal invasif
dapat dilakukan sendiri oleh relawan
(setelah mendapatkan pelatihan
sederhana). Sampel darah kering sangat
cocok untuk pemantauan terapi obat pada
neonates terutama untuk penyakit bawaan
atau genetik karena dilakukan dengan
minimum infasif. Pemanfaatan sampel
darah kering sangat dirasakan untuk
pengujian pada sampel di daerah
terpencil, dimana transportasi dan
fasilitas penyimpanan seperti frezer sulit
diperoleh maka biosampel dengan sampel
darah kering akan memberikan efisiensi
dan keuntungan dibandingkan
biosampling melalui vena, sampel darah
kering dapat mengurangi anggaran uji
klinis secara keseluruhan hingga 50%
(Wilhelm et al., 2014)

PENUTUP

Metode sampel darah Kkering
merupakan biosampling dengan teknik
yang paling etis dan ekonomis untuk
koleksi sampel darah, pengiriman, dan
penyimpanan. Dalam diagnosis penyakit
dan monitoring penggunaan obat tehnik
ini memberikan kenyamanan pada pasien
sekaligus keuntungan untuk para praktisi
medis. Pengembangan tehnik sampel
darah kering harus terus ditingkatkan
dalam pemecahan masalah yang ada di
dalam metode sampel darah Kkering
seperti, homogenitas spot, pengaruh nilai
hematokrit darah dan perolehan kembali
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analit. Validasi metode bioanalisis yang
memenuhi peraturan baik dari Food and
Drug Administration ataupun European
Medicine Agen diperlukan mendapatkan

hasil

analisis yang akuran sehingga

aplikasi pada pengujian bioanalisis dapat
dipercaya.
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