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Latar belakang. Retinopati prematuritas (ROP) adalah gangguan perkembangan dari pembuluh darah retina yang mengenai bayi
prematur. Faktor genetik diduga berperan terhadap kejadian ROP. Konsentrasi dan kemurnian DNA hasil isolasi diperlukan untuk
analisis pemeriksan genetik pada kasus ROP.

Tujuan. Mengetahui konsentrasi dan indeks kemurnian DNA menggunakan sampel whole blood, buffy coat dan swab buccal pada
kelompok bayi-bayi prematur yang masuk dalam kriteria penapisan ROP.

Metode. Enam puluh dari total 182 subyek yang terdiagnosis ROP terpilih dengan systematic random sampling. Konsentrasi dihitung
melalui penyerapan spektrofotometrik sinar ultraviolet. Kemurnian ditentukan dengan menghitung rasio antara OD260 dan nilai
OD280. Analisis statistik dilakukan dengan uji Kruskal Wallis dan Mann Whitney.

Hasil. Uji konsentrasi DNA menggunakan sampel buffy coat lebih tinggi dibandingkan whole blood dan swab buccal. Sampel whole
blood mempunyai indeks kemurnian yang paling baik.

Kesimpulan. Konsentrasi DNA sampel buffy coar dan whole blood cukup tinggi dengan indeks kemurnian yang baik untuk analisis
genetika. Sari Pediatri 2016;18(4):270-7
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DNA Isolation in Blood and Buccal Swab Samples in Retinopathy of
Prematurity Patients: Comparison of The Concentration and Purity Index
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Background. Retinopathy prematurity (ROP) is a development disorder of blood vessels in the retina that occurs in premature
babies. Genetic factors are thought to play role in the incidence of ROP. Concentration and purity measurement in DNA isolation
is important for genetic analysis, including cases of ROP.

Objective. To determine concentration and purity index of DNA from blood and buccal cells on premature neonates that fulfils the
screening criteria of ROP.

Method. Sixty from a total of 182 subject diagnosed with ROP were selected through systematic random sampling. The concentration
is calculated through the absorption of ultraviolet spectrophotometry. Purity index is determined by calculating the ratio between the
0OD280 and OD260. Statistical analysis was conducted by Kruskal Wallis and Mann Whitney test.

Results. Concentration of DNA test using buffy coat samples is higher than by using whole blood, and buccal swab. Whole blood
samples provides highest index of purity.

Conclusion. DNA concentration of buffy coat and whole blood samples is sufficient, and provides good purity index for genetic

analysis. Sari Pediatri 2016;18(4):270-7
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etinopati prematuritas (ROP) adalah gang-
guan perkembangan dari pembuluh darah
retina yang mengenai bayi prematur.'™
eberapa penelitian menyatakan adanya
peran komponen genetik pada patogenesis ROP?
Skrining pengaruh variasi gen terhadap ROP mungkin
akan menyediakan informasi baru mengenai patogenesis
ROP yang diharapkan akan menolong identifikasi dan
penanganan bayi risiko tinggi tepat pada waktunya.®

Gen disusun oleh suatu substansi yang disebut
dengan deoxyribonucleic acid atau disingkat DNA.
DNA merupakan material genetik yang diturunkan
dari generasi ke generasi berikutnya.” Setiap penelitian
manipulasi gen memerlukan sumber asam nukleat,
dalam bentuk DNA atau RNA. Pengisolasian kompo-
nen tersebut dari sel penting dilakukan dengan
menggunakan metode yang tersedia.® Ekstraksi DNA
merupakan suatu langkah awal pengisolasian molekul
DNA. Molekul DNA ini harus diekstraksi dari tempat
asalnya.’ Pada seluruh jaringan dan cairan tubuh
terdapat DNA. Oleh karena itu, DNA genom dapat
diisolasi dari semua bahan biologis yang mengandung
sel berinti, seperti darah, semen, akar, rambut, tulang
dan lain-lain. Namun demikian, bahan yang paling
sering digunakan untuk tujuan isolasi DNA adalah
darah karena bahan tersebut relatif mudah diperoleh.
Sampel darah yang digunakan dapat berupa whole
blood (sampel darah total) atau buffy coat. Whole blood
(WB) mengandung baik sel-sel berinti (sel darah putih)
maupun sel-sel tidak berinti (sel darah merah). Sampel
WB dimasukkan ke dalam tabung darah EDTA untuk
mencegah pembekuan darah dan dapat menurunkan
degradasi DNA. Untuk hasil isolasi DNA yang optimal,
penyimpanan sampel darah segar tidak lebih dari 5 hari
dalam suhu 4°C.

Isolasi DNA dari darah dilakukan dengan melisis-
kan sel darah merah yang tidak mengandung DNA
genom agar dapat dipisahkan dari sel darah putih.
Sel-sel darah putih yang sudah dipisahkan kemudian
dilisiskan dengan bantuan bahan pengawet DNA yaitu,
deterjen anionik yang dapat melarutkan komponen
selular. Bahan pengawet DNA juga dapat mengurangi
aktivitas DNase yang terdapat di dalam sel. Bila perlu
dapat ditambahkan RNase untuk menyingkirkan kon-
taminasi RNA. Selanjutnya dengan presipitasi garam,
DNA genom dipisahkan dari protein plasma dan inti.
Akhirnya DNA genom diisolasi dengan presipitasi
menggunakan alkohol dan pelarutan kembali endapan
yang terbentuk dari larutan dapar yang mengandung
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suatu bahan pengawet DNA. Disamping mengguna-
kan sampel darah segar utuh, isolasi DNA juga dapat
dilakukan hanya terhadap sel darah putih. Sampel da-
rah WB yang masih segar langsung dipisahkan menjadi
serum, sel darah merah, dan sel darah putih (dilapisan
bufffy coar) dengan teknik sentrifugasi. Buffy coat adalah
konsentrat DNA yang terkandung dalam sel darah
putih. Setelah disentrifugasi, sampel darah total akan
terbagi menjadi tiga lapisan, yaitu lapisan paling atas
merupakan serum, lapisan tengah berwarna putih tipis
adalah sel darah putih (bufy coar) dan lapisan bawah
adalah sel darah merah. Masing-masing buffy coat yang
telah diperoleh kemudian ditambahkan PBS hingga
volume mencapai 200pl, kemudian sampel disimpan
pada suhu -80°C. Keuntungan penyimpanan sampel
dalam bentuk buffy coat yaitu sampel dapat disimpan
lebih lama dan stabil, bahkan masih dapat digunakan
untuk analisis genetik sesudah penyimpanan. Namun
demikian, untuk mendapatkan buffy coat yang jum-
lahnya banyak, maka sampel darah segar yang dibu-
tuhkan lebih banyak pula.'®!!

Cara pengambilan sampel lain yang dapat
digunakan adalah buccal swab. Cara menggunakan
buccal swab adalah dengan menggosokkan swab pada
pipi kanan bagian dalam bayi. Sebaiknya, swab diputar
saat digunakan untuk memaksimalkan pemanfaatan
kedua sisi kapas. Untuk memaksimalkan hasil sel
buccal, swab harus segera dibekukan pada -80°C dan
dikirim ke laboratorium sebagai spesimen beku.

Hasil isolasi DNA dikatakan baik apabila di-
dapatkan DNA yang murni dan utuh. Pengukuran
konsentrasi DNA maupun penentuan kemurniannya
merupakan suatu tahapan yang sangat diperlukan dari
serangkaian proses isolasi DNA. Hal ini dilakukan
untuk melihat kandungan DNA yang diperoleh secara
kuantitatif maupun untuk melihat kontaminan yang
mungkin masih ada dari isolat DNA yang diperoleh.

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui konsen-
trasi dan kemurnian DNA menggunakan sampel buffy
coat, whole blood, dan buccal swab pada kelompok bayi
prematur yang masuk dalm kriteria penapisan ROP.
Sampel diharapkan dapat dipakai untuk analisis penelitian
lanjut polimorfisme genetik pada bayi pasien ROD.

Metode

Sampel yang digunakan dalam penelitian ini berasal
dari beberapa rumah sakit di beberapa daerah yang
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berbeda. Sampel diperoleh dari beberapa rumah sakit
berikut, 131 sampel diperoleh dari Rumah Sakit
Anak dan Bunda Harapan Kita, 25 sampel diperoleh
dari Jakarta Eye Center, 14 sampel diperoleh dari
Rumah Sakit Ibu dan Anak Budi Kemuliaan, 7 sampel
diperoleh dari Rumah Sakit Awal Bros, 4 sampel
diperoleh dari Rumah Sakit Royal Taruma, dan 2
sampel diperoleh dari Rumah Sakit PGI Cikini.

Bahan yang digunakan adalah darah perifer 1-2
ml, sel buccal dari mukosa pipi bayi, isopropanol dan
High Pure PCR Template Preparation Kit EO/0/15.
Alat yang digunakan berupa aplikator swab buccal,
tabung darah EDTA, waterbath, spuit disposable 3 ml,
vorteks, mikropipet 10-100 pl, microcentrifugator,
mikropipet 100-1000 pl, tabung eppendorf 1,5ml, tip
biru, nanodrop dan tip kuning.

Prosedur isolasi DNA yang digunakan yaitu sesuai
dengan protokol yang tercantum pada bigh pure PCR
template preparation kit EO/0/15.3 Protokol isolasi
DNA yang digunakan tertera pada Tabel 1.

Konsentrasi DNA dapat dihitung secara akurat
melalui penyerapan spektrofotometrik sinar ultraviolet.
Jumlah radiasi yang diserap DNA berbanding lurus
dengan jumlah DNA dalam sampel.'"*"> Konsentrasi

dinyatakan tinggi bila lebih dari 10mg/ml. Basa
nitrogen akan mengabsorbsi sinar UV, semakin tinggi
konsentrasi larutan DNA, akan semakin banyak sinar
UV yang terabsorbsi.'®

Kaidah : Konsentrasi double-stranded DNA murni
dengan A260 dari 1.0 adalah 50 mg/ml. Dengan
demikian, pernyataan diatas dapat digunakan untuk
menentukan rumus konsentrasi DNA dalam satu
larutan larutan

Konsentrasi (mg/ml)/A260 yang terukur = 50
(mg/ml)/ 1.0 A260

Setelah diketahui ada hubungan yang linier antara
absorbsi dan konsentrasi DNA, kita dapat menghitung
secara aljabar seperti rumus di bawah ini:

Konsentrasi (mg/ml) = 50 mg/ml x A260 yang
terukur x faktor dilusi

Indeks kemurnian DNA berhubungan dengan
kualitas DNA. Rasio absorbsi pada 260 nm dan 280
nm digunakan untuk menilai kemurnian DNA dan
RNA. DNA dinyatakan murni jika memiliki nilai rasio

Tabel 1. Protokol isolasi DNA dengan menggunakan high pure per template preparation kit EO/0/15

No. DESKRIPSI

Ket.

1 Sampel darah 200 pL dimasukkan ke tabung 1,5 ml +200 pL Binding buffer
2 Tambah 40 pL proteinase K, di vorteks (putar perlahan)

3 Inkubasidi WB 70° C, 10’

4 Tambah Isopropanol 100 uL, di vorteks sebentar

5  Siapkan tabung filter & tabung collection

6 Masukkan mixture ke dalam tabung filter

7 Sentrifugasi 8000 rpm, 2’4 larutan + tabung collection dibuang

8  Tabung filter dipasangkan tabung collection yang baru

9 Tambah 500 uL Inhibitor removal buffer

10  Sentrifugasi 8000 rpm, 2’4 larutan + tabung collection dibuang

11 Tabung filter dipasangkan tabung collection yang baru

12 Tambah 500 pL. Wash buffer (lakukan dengan cepat)

13 Sentrifugasi 8000 rpm, 2’4 larutan + tabung collection dibuang

14 Ulangi no. 12 (pengulangan I)

15 Sentrifugasi 8000 rpm, 2’4 larutan + tabung collection dibuang

16  Sentrifugasi 13000 rpm, 2’4 tabung collection dibuang

17 Tabung filter dimasukkan ke dalam tabung mikrosentrifugasi 1.5 ml steril
18  Tambah 100 pL Elution buffer (70° C)

19 Sentrifugasi 8000 rpm, 2’

20 Tabung mikrosentrifugasi sekarang mengandung DNA terelusi dan disimpan pada -20 °C
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OD,,/OD,,, berkisar antara 1,8-2,0.'° Pengukuran
absorbsi akan menghitung setiap molekul yang terserap
pada panjang gelombang tertentu, dan sampel asam
nukleat membutuhkan pemurnian sebelum dilakukan
pengukuran untuk memastikan hasil yang akurat.
Nukleotida, RNA, ssDNA, dan dsDNA semua akan
terserap pada 260 nm dan keseluruhannya akan
berkontribusi terhadap total penyerapan. Rasio ~1.8
secara umum disebut sebagai ukuran yang “murni”
untuk DNA, sedangkan rasio ~2.0 diterima sebagai hal
yang “murni” untuk RNA. Bila rasio dinyatakan lebih
rendah dari nilai tersebut maka hal itu mengindikasi-
kan banyaknya protein, phenol dan berbagai kontamin-
an yang terserap.?2

Pada penelitian ini konsentrasi dan kemurnian
DNA diukur dengan menggunakan nanodrop.
Pertama-tama, pilih menu “nucleid acid measurement”
dari inisial program window. Kemudian dilanjutkan
dengan proses kalibrasi, dengan cara membersihkan
tempat pengukuran (berupa titik) menggunakan
air milipore dan tissue (kertas pembersih) halus.
Setelah bersih 2uL air milipore diletakkan di tempat
pengukuran dan ditutup. Klik OK pada box wi-
ndow yang berisi pernyataan apakah anda sedang
mengkalibrasi alat. Tunggu hingga alat terkalibrasi.
Gagang penutup tempat pengukuran diangkat dan
dibersihkan menggunakan air milipore dan tisu halus.
Langkah selanjutnya dengan pengukuran blanko,
2pL buffer (yang digunakan untuk melarutkan DNA)
diteteskan pada tempat pengukuran, kemudian ditutup
dengan gagang tempat pengukuran. Klik “blank”.
Angkat gagang tempat pengukuran, lalu dibersihkan
menggunakan air dan tisu halus. Sekarang klik
“start report” untuk mengaktifkan seri pengukuran.
Pengukuran dilakukan dengan cara memasukkan nama
sampel pada bagian kanan window. Kemudian teteskan
1-2uL sampel pada tempat pengukuran dan tutup.
Klik “measure” dan tunggu. Angkat gagang, kemudian
bersihkan tempat pengukuran dengan air milipore dan
tisu basah. Ulangi prosedur pengukuran jika akan
dilakukan pengukuran pada beberapa sampel. Setelah
selesai melakukan pengukuran pada semua sampel,
maka klik “show report”, dan dari window baru pilih
“print”. Data pengukuran yang telah dilakukan akan
dicetak. Selanjutnya klik “exit” untuk menutup semua
windows. Tempat pengukuran dibersihkan dengan air
milipore dan tisu halus.

Analisis statistik dilakukan untuk melihat
kenormalan data dan perbedaaan konsentrasi pada
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sampel buffy coat, whole blood, dan buccal swab.

e Terdapat 162 data lengkap yang dilaporkan.
Sebanyak 134 sampel buffy coat, 17 sampel whole
blood, dan 11 sampel buccal swab. Dari data ini,
diambil 60 sampel untuk dianalisis. Semua sampel
whole blood dan buccal swab diambil (28 sampel),
32 sisanya didapatkan dari hasil random jenis
sampel buffy coat. Data sampel buffy coar diurutkan
berdasarkan konsentrasi DNA, lalu dipilih 32
sampel secara acak sistematis (systematic random
sampling).

* Uji normalitas konsentrasi DNA pada sampel
whole blood, buccal swab dan buffy coat.

* Berdasarkan hasil uji normalitas Kolmogorov-
Smirnov dapat diketahui bahwa p-value dari
variabel kemurnian dan konsentrasi DNA sebesar
0,010 dan 0,000. Oleh karena probabilitas
<0,05, maka dapat diketahui bahwa data tersebut
tidak berdistribusi normal. Karena data tidak
berdistribusi normal, uji statitik dilakukan dengan
uji statistik non-parametrik.

* Uji statistik non-parametrik Kruskal Wallis
dilakukan untuk melihat perbedaan rata-rata
kemurnian dan konsentrasi DNA antar jenis
sampel. Jika ditemukan perbedaan, dilakukan uji
post-hoc dengan Mann Whitney.

Hasil

Hasil penelitian menunjukkan bahwa terdapat
perbedaan konsentrasi DNA yang berasal dari
sampel buffy coat, whole blood, dan buccal swab. Hasil
pengukuran konsentrasi dan kemurnian DNA dapat
tertera pada Tabel 2 dan 3. Distribusi kelompok indeks
kemurnian berdasarkan jenis sampel DNA tertera pada
Tabel 4.

Berdasarkan data yang diperoleh, dapat dilihat
bahwa rata-rata konsentrasi DNA dari jenis sampel
buffy coat lebih tinggi dibandingkan sampel whole
blood yaitu sebe sar 30,32 ng/pl. Hasil analisis statistik
menunjukkan bahwa p-value sebesar 0,000 (Tabel
3). Oleh karena probabilitas <0,05, maka H, ditolak
atau terdapat perbedaan konsentrasi DNA yang
bermakna antar sampel. Pada test post-hoc dengan
Mann Whitney, perbedaan konsentrasi DNA terlihat
antara sampel buffy coar dengan buccal swab dan whole
blood dengan buccal swab (hasil p-value keduanya
<0,05). Sedangkan pada sampel buffy coat dan whole
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Tabel 2. Distribusi indeks kemurnian dan konsentrasi DNA berdasarkan sampel

95% CI rerata

Jenis sampel Rerata Median SD L UL
Kemurnian DNA

Buffy coat 1,8634 1,8450  0,5978 1,6479 2,0790
Whole blood 1,7924 1,8800 0,5465 1,5114 2,0733
Buccal swab 0,9309 0,8300 0,4773 0,6103 1,2515
Konsentrasi DNA

Buffy coat 30,3156 19,8500 33,0431 18,4023 42,2289
Whole blood 30,2765 30,9000 21,8808 19,0264 41,5266
Buccal swab 2,9136 1,7000 3,1526 0,7957 5,0316

Tabel 3. Hasil uji beda mean kemurnian dan konsentrasi DNA berdasarkan sampel

Uji statistik p
Kemurnian DNA

Krukal-Wallis 0,000
Mann Whitney (buffy coat- whole blood) 0,908
Mann Whitney (buffy coat- buccal swab) 0,000
Mann Whitney (whole blood -buccal swab) 0,000
Konsentrasi DNA

Krukal-Wallis 0,000
Mann Whitney (buffy coat- whole blood) 0,469
Mann Whitney (buffy coat- buccal swab) 0,000
Mann Whitney (whole blood -buccal swab) 0,000

Tabel 4. Distribusi kelompok indeks kemurnian berdasarkan jenis sampel DNA

Indeks kemurnian DNA Indeks kemurnian Total
Jenis sampel DNA baik DNA buruk
N % n % n %
Buffy coat 10 31,2 22 68,8 32 100,0
Whole blood 8 47,1 9 52,9 17 100,0
Buccal swab 0 0,0 11 100,0 11 100,0
> sampel 18 30,0 42 70,0 60 100,0

blood, walaupun rata-rata konsentrasi DNA buffy coat
sedikit lebih tinggi, tidak ditemukan adanya perbedaan
konsentrasi DNA yang signifikan antara kedua sampel
tersebut (p-value 0,469). Dengan demikian, dapat
dikatakan bahwa sampel buffy coar dan whole blood
dapat digunakan dalam proses isolasi DNA karena
konsentrasinya lebih tinggi daripada sampel buccal
swab.

Indeks kemurnian diukur dengan nanodrop.
Hasil penelitian menunjukkan bahwa nilai median
kemurnian pada sampel whole blood yaitu sebesar
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1,88, sedangkan median kemurnian pada sampel
buffy coat dan buccal swab masing-masing 1,85 dan
0,83. Uji statistik dilakukan untuk melihat perbedaan
indeks kemurnian DNA antar sampel. Perbedaan
yang signifikan ditemukan antara variabel buffy coat
dengan buccal swab dan whole blood dengan buccal swab
(p<0,05). Tidak ditemukan perbedaan yang signifikan
(p=0,98) antara indeks kemurnian DNA pada sampel
buffy coat dengan whole blood (Tabel 3). Jika kita lihat,
dari keseluruhan sampel hanya sebagian kecil (30,00%)
yang memiliki kemurnian DNA yang baik. Proporsi
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kemurnian DNA yang dalam kategori baik, presentase
yang terbesar terdapat pada sampel whole blood, yaitu
47,1%. Sebaliknya pada sampel buffy coat dan buccal
swab, ditemukan proporsi kemurnian DNA dalam
kategori baik adalah masing-masing 31,2% dan 0,0%
(Tabel 4).

Pembahasan

Konsentrasi DNA tertinggi didapatkan pada sampel
buffy coat. Hal ini dapat disebabkan karena pada
sampel buffy coat hanya terkonsentrasi sel-sel darah
putih yang mengandung inti sel, terdapat DNA
genom di dalamnya, sedangkan pada sampel whole
blood masih terdapat komponen sel darah merah
yang tidak mengandung DNA genom. Dellman dan
Brown,"” menyatakan bahwa eritrosit mamalia dewasa
tidak berinti, sedangkan leukosit memiliki nukleus
(inti sel). DNA bersama-sama protein dan molekul
RNA terdapat dalam inti sel. Jumlah leukosit yang
dipanen berbanding lurus dengan konsentrasi DNA
yang dihasilkan karena DNA ada di dalam inti sel
yang hanya dimiliki oleh leukosit. Oleh sebab itu,
meskipun dalam jumlah sampel yang sama (200 pl),
konsentrasi DNA yang diperoleh pada sampel buffy
coat lebih tinggi dibandingkan sampel whole blood.
Pada penelitian ini terlihat nilai konsentrasi tertinggi
didapatkan pada sampel buffy coar dibandingkan
dengan sampel whole blood ataupun buccal swab yakni
146,8 ng/pl, 82,5ng/pl, dan 10,4 ng/pl. Namun
demikian, untuk memperoleh jumlah buffy coar yang
memadai, dibutuhkan sampel darah yang lebih banyak,
sedangkan pada pasien bayi prematur pengambilan
darah dengan jumlah yang banyak cukup sulit untuk
dilakukan. Pada sampel whole blood jumlah darah yang
dibutuhkan untuk isolasi DNA tidak banyak karena
yang digunakan dalam proses isolasi DNA hanya 200ul
sehingga dengan jumlah sampel whole blood 1000pL
(ImL) saja sudah mencukupi untuk diproses. Pada
penelitian ini jumlah darah yang diambil bervariasi
antara 0,5-2,0 mL. Sampel darah yang digunakan
berasal dari bayi prematur dengan berat badan <2500
gr, bahkan pada sebagian kasus dengan berat badan
lahir <1000 gram. Dengan kondisi demikian, jenis
sampel whole blood lebih memungkinkan dan lebih
nyaman untuk digunakan pada pengambilan sampel.

Dari uraian tersebut, dipastikan bahwa ekstraksi
DNA dapat dilakukan dengan menggunakan sampel
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darah dalam jumlah volume yang sedikit (minimal
0,5 ml), terutama jika ditemukan kesulitan dalam
memperoleh sampel darah dalam volume besar.
Meskipun demikian, sampel buffy coat memiliki
beberapa keuntungan lain yaitu sampel dapat disimpan
lebih lama dan stabil serta dapat digunakan untuk
analisis mRNA dan ekspresi gen, sedangkan pada
sampel darah segar penyimpanan tidak boleh lebih
dari 5 hari agar diperoleh hasil isolasi DNA yang
maksimum.

Pada cara pengambilan buccal swab, diperoleh
konsentrasi DNA yang terendah. Walaupun demikian,
cara pengambilan sampel ini merupakan cara
pengambilan sampel DNA yang paling reliabel dan
dapat diterima pada kelompok anak karena merupakan
cara yang paling tidak invasif untuk pengumpulan
sampel DNA.'"® DPenelitian Hansen' di Denmark
mencoba menganalisis perbandingan response rate dan
kualitas DNA genomik dari sampel darah, air liur, dan
sel buccal yang dikumpulkan oleh para perawat. Hasil
penelitian menunjukkan bahwa response rate terbesar
diperoleh pada sampel swab buccal (80%), disusul oleh
sampel buccal FTA (Flinders Technology Associates)
card, air liur, dan darah (response rate masing-masing
adalah 76%, 72%, dan 31%). Walaupun demikian,
dari sisi kualitas gen DNA yang dihasilkan hanya
sampel yang berasal dari air liur yang memiliki kualitas
yang sebanding dengan sampel darah.

Konsentrasi DNA yang didapat pada jenis sampel
buccal swab sangat sedikit. Oleh karena itu, disarankan
untuk mengambil sampel sel buccal pada mukosa
pipi bagian dalam rongga mulut pasien dengan
jumlah sikat swab/aplikator yang lebih banyak atau
diambil beberapa kali. Sangat baik bila disiapkan
setidaknya 4 swab sebagai sampel. Ekstraksi DNA
dari sel buccal memang lebih sedikit daripada DNA
dari darah. Banyak mikroorganisme dalam mulut
sechingga dapat mengurangi kualitas DNA yang
diperoleh. Tempat atau posisi pengambilan sel buccal
juga memengaruhi banyaknya DNA yang diperoleh.
Nedel dkk** melakukan perbandingan banyaknya
DNA yang diperoleh dari bagian upper gutter dengan
lower gutter. Hasil yang diperoleh menunjukkan
kemurnian DNA yang diperoleh dari upper gutter
lebih baik dibandingkan lower gutter. yaitu 1,79 untuk
upper gutter dan 1,66 untuk lower gutter. Hal lain yang
menjadi perhatian adalah konsentrasi DNA yang
diperoleh dari buccal swab yang tidak langsung diisolasi
akan lebih sedikit dibandingkan buccal swab yang
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langsung diisolasi. DNA yang diperoleh dari buccal
swab yang langsung diekstraksi memiliki konsentrasi
sebesar 83ng/ul, sedangkan DNA yang diperoleh dari
buccal swab yang disimpan selama 3 hari pada -20°C
pada individu yang sama memiliki konsentrasi 55ng/
pl.2' Sampel swab buccal dapat dikeringkan untuk
penyimpanan jangka panjang. Swab dikeringkan
sekitar 2 jam pada suhu kamar dan sesudah kering swab
dapat disimpan dalam wadah yang cocok. Swab dapat
ditempatkan ke dalam tabung microcentrifuge 2 ml
yang tertutup. Swab yang sudah kering dapat disimpan
lebih dari 1 tahun tanpa mempengaruhi DNA. Untuk
memproses swab tadi, dapat dikirim dengan tabung
yang tertutup tersebut ke laboratorium pemeriksaan
yang dituju.??

Kemurnian DNA yang didapatkan relatif rendah.
Hal ini dapat disebabkan protein yang tercampur pada
DNA yang dihasilkan. Sambrook dkk' menjelaskan
bahwa rasio OD akan lebih besar atau lebih kecil dari
nilai 1,8-2,0 jika ditemukan kontaminasi dari protein
atau fenol. Yunaini®® juga menyatakan bahwa jika nilai
indeks kemurnian DNA lebih kecil dari 1,8 maka
DNA tersebut terkontaminasi oleh protein. Hasil
pemeriksaan kemurnian DNA pada sampel whole blood
dan buffy coar menunjukkan bahwa DNA yang diisolasi
murni karena DNA memiliki indeks kemurnian >1,8.

Kesimpulan

Konsentrasi DNA pada sampel buffy coar dan whole
blood yang dihasilkan pada penelitian ini cukup besar
dengan indeks kemurnian yang baik. Sedangkan
pada sampel buccal swab, ditemukan konsentrasi dan
indeks kemurnian yang rendah. Pengukuran DNA
pada penelitian ini dilakukan dengan menggunakan
spektrofotometer yang didasarkan pada prinsip
iradiasi ultra violet yang diserap oleh nukleotida
dan protein dalam larutan. Dengan demikian,
kemurnian yang dihitung termasuk kontaminannya
juga (protein). Indeks kemurnian DNA yang rendah
tidak menutup kemungkinan DNA tersebut untuk
digunakan pada penelitian yang berbasis teknologi
DNA. Penelitian teknologi DNA yang memerlukan
DNA dalam jumlah banyak dan tidak menuntut
indeks kemurnian yang tinggi, diantaranya pemetaan
genetik, teknologi marker, dan seguencing DNA. Dapat
diambil kesimpulan bahwa isolasi dan ekstraksi DNA
sampel whole blood dan buffy coat yang didapatkan
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oleh peneliti dari bayi prematur penderita ROP dapat
dipakai dalam proses penelitian untuk polimorfisme
genetik yang akan dilakukan selanjutnya. Konsentrasi
DNA rata-rata yang berasal dari sampel buffy coat lebih
tinggi dibandingkan konsentrasi DNA rata-rata dari
whole blood dan buccal swab. Konsentrasi tertinggi
didapatkan pada sampel buffy coat adalah 146,8 ng/
pl. Perbedaan bermakna ditemukan antara konsentrasi
DNA yang berasal dari sampel whole blood dengan
buccal swab dan buffy coat dengan buccal swab. Hasil
pemeriksaan kemurnian DNA menunjukkan bahwa
sampel whole blood memiliki kemurnian DNA yang
lebih baik jika dibandingkan sampel buffy coar dan
buccal swab. Sampel buccal swab walaupun memiliki
konsentrasi dan indeks kemurnian yang rendah namun
penggunaan sampel ini tetap dapat dipertimbangkan
karena pengambilan sampel ini cenderung lebih mudah
diterima oleh pasien bayi/anak.
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