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Rjngka_san .

Pengecatan kiomfcnsional pada hapus darah tepi dan sﬁfnsum tulang vang
dilakukan di RSUP Dr. Kariadi vaitu Giemsa & Sudan Black B ( SBB ) masih
menimbulkan ban}'ak keraguan. Guna mendapat diagnosis yang lebih akurat
sebagai salah satu cara vang bermanfaat didalam keberhasilan terapi serta
1?élti11lbangan bahwa pengecatan sitokimia dan imunositokimia tidak memerlukan
peralatan yang mahal dan canggih dan masih jarangnva penelitian mengenai

| pengecatan kombinasi Romanowsky, sitokimia dan imunositokimia di Indonesia ,
maka dilakukén 'penelithn ‘mengenai mengenai hal tersebut secara  deskriptif
lanalitik dcngail pendekatan belah lintang terhadap penderita vang klinis dan
pemeriksaan darah rutin dicurigai leukemia akut secara consecutive sampling dari
bulan Maret sampai September 1997 terhadap semua usia baik pria maupun wanita
vang belum mendapat terapi sitostatika. Dari 17 penderita ( 5 LNLA, 10 LLA, 2
CML dalam krisis blastik ) rawaf inap di bagian Anak dan Penyakit Dalam RSUP
Dr. Kariadi, RS. Telogorejo dan RS Elisabeth dengan menggunakan péngecatan
Giemsa dan l\fﬁeloperoksid;sc ( MPO ), Naphthol AS-D Chloroacetate ( CLE ),

o. - Naphthyl Butyrate Esterase ( BUE ) dan imunocsitokimia  Terminal

Deoxynucleotidy! Transferase ( TdT.) dengan hasil sebagai berikut :

i



- % 5 penderita dengan pengecatan konvensional menunjukkan LNLA

ternyata setelah penelttian :

2 M4 tetap M4

1 M5 berubah menjadi M4

1

1 M2 tetap M2

1 MS merupakan Acute undifferentiated leukimia

10 pendérita dengan pengecatan kdnvensional menunjukkan LLA
ternyata se.telah penelitian mepunjukkan 9 LLA, kecuali 1 sebagai LNLA.

2 penderita dengan pengecatan konvensional menunjukkan CML dengan
krisis blastik, setelah penelitian hasilnya menunjukkan CMI; krisis blastik pre-
(1§1nman limfoblast.

Analisa statistik derajat kesesuaian ( Kappa ) dengan tes Mc Nemar
menyatakan pengecatan MPQO, CLE, BUE, TdT dapat digunakan menentukan
subtipe LNLA dibandingkan Giemsa dan SBB ( PABAK=O,80 dan BAK =0,80 )
w.alaupun masih ada yang tidak terdeferensiasi dengan pengecatan MPO, 'CLE,

"BUE, TdT ( 1 dari 17 penderita = 5,8 % ) . Pengecatan Giemsa & SBB3 sanéat baik
Ineﬁeﬁlllkan leukemi alkut ielmasuk INLA atau LLA (PABAK = (0,87, BAK =
0,86) . Pengecatan MPO, CLE, BUE, TdT sebaiknya dilakukan secara rutin uniuk
nﬂ'lenenulkm diagnosis lebih akurat karena pengecatan Giemsa & SBB saja tidak

cukup untuk menentukan subtipe LNLA.
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SUMMARY
Conventional st.ainin.gs on pheripheral blood smears and bone marrow
‘smears in Dr. Kariadi General Hospital : Giemsg & Sudan Black B ( SBB )
makes 1ﬁany confusions in confirming which serial group cells are, to get a more
accurate diagnosis as a tool to bI'ing a better outcome of thcrapy furthermore
cytochemical and 'hmnunocylochc‘mical stainings do not need cxpénéive and 0o
sophisticated metode and apparatus, there are only a few study for combined
Romanowsky, c-ytoche_mical and immunocylftochemi_cal staﬁings in Indonesia.
Descriptive analitical study with cross sectional approach and consecutive'snmpling
from March unti]i september 1997 to all age , men aﬁc_i women , to whom cytostatic
had not been given | from‘ 17 hospitalized patients in Dr. Kariadi General_Hospital,
Telogorejo Hospital and Elisabeth Hospital with Giemsa and Mielopcroxidase (
MPO ), Naphthol AS-D Cﬁlbroacetate { CLE Y, - .Naph‘thyl But'yratga. ]:isterasc (
BUE ), immunocytochemical staining : Terminal Deoxynucleotidyl .Transferas«_a (
TdT ). |
S‘pat‘ient with cohvcntionai stainings' are descﬁbeé as ANiL :
- 2 patients are suspected M4, and combined staining é:onﬁrms they are
the same type. |

- 1 patient is suspected M5 but afier combined staining they are M4



- lﬁaﬁent is suspected M2.and the result with combined sta;ining 18 the
' same. |
~ 1 patient is suspected M35 but after combined staining it is confirmed
as acute undefferentiated leukemia.
10 patient with conventional stainings are desctibed as ALL after study they
confirm 9 are described as ALL and 1 is described as ANLL,

2 patients with conventional slztining;c, are described as CML in blastic
é1'isis. But after_ our study they are CML in blastic crisis with 1.imf0bléstic
prcdomi_nant.

“Alfter Kappa for degrec of agxieement with Mc¢ Nemar test MPO, CLE,
BUE, TdT should be used to confirm LNLA subtypes compare to Giemsa & SBB (
PABAK =(,80 and BAK =0,80) aIthmigh there is still Acute Undifferentiated
Leukemia (1in 17 patients = 5,8 % ) . Giemsa & SBB are good o confirm acute
leukemia as ANLL or ALL  but not good enough to confirm ANLL subtypes
acﬁrately.

Cytocllcr‘ﬁical and imunocytochemical are need to be done routinely in
getting an acurate diagnostic. Conventional stainings alene are not enough o

confirm ANLL subtypes.

vi
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BAB I

A. LATAR BELAKANG

_ Leukemia merupakan suatu penyakit neoplasi dari sistem pembentukan.
sel-sel darah dengan tanda-tanda proliferasi abnormal pada sel-se-l darah yang sukar
ata‘u tidak dapat dikeﬁdalikan lagi. Profiferasi sel leukemik tersebut daﬁat masuk ke
dalam sirkulasi darah dan menginﬁltrasi organ tubuh laiﬂ schingga mengakibatkan
gangguan metabolisme se! dan fungsi organ {eyeni-Djanil,1993)

Ketepatan menentukan leukemia termasuk seri mielositik, limfositik atau
"undifferehtiated" kemudian menentukan leukemia akut atau kronik akan
menentukan keberhasilan terapi. Sebagai langkah awal di Bagian Patologi Klinik
RSUP Dr. Kariadi dilakukan pengecatan G*ié_nisa dan Sudan Black B ( SBB ) pada
hapusan darah tepi dan sumsum tulané sebagai pemeriksaan konvensional , tetapi
dengan pengecatan tersebut sering ditemui kesulitan didalam menentukan seri sel,
maka perfu dilakukan per’;gccatan sitokimta lain , imunositokimia bahkan bila perlu

dilakukan pemeriksaan petanda imunologik, sifogenetik, biokimiawi dan kultur. (Bain
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AS-D Chloroacetate ( CLE ) untuk melihat komponen granulopoeitik =~ (C%ov» 1995)
daﬁ d - Néphthyl Butyrate Esterase ( BUE ) untuk melihat kbmi:aonen monositik
+ (Catovsky, 1995 ). Bita mana hasil pengecatan MPO temayéta negatif maka dilanjutkan
dengan pemeriksaan Te:minal Deoxynucleotidyl Transferase ( Td.T ) untuk
mengetahui adanya IJi'oliférasi sel T imatur.
‘Dengan inelz_tkt’zkan kombinasi pengecatan Giemsa ., MPO, CLE, BUE
dan TdT diharapkan akan diperoleh ga.mbqran konfirmasi morfoiogi yang lebih baik.
Sampai saat ini di Indonesia masih sedikit penelitian .mengenai hasit
p;engecatan tersébut diatas pada leukemia akut yang diperlukar_l untuk konfirmasi

morfologi sehingga membuat diagnosis lebih akurat.



B. MASALAH PENELITIAN
Sejauh mana konfirmasi diagnosis hasil-hasil pengecatan kombinasi Gierﬁsa dan

- peng;ecatan sitokimia :
a. Mieloperoksidase { MPO )
b. Naphthol AS-D Chloroacetate ( CLE )
c.o o - Naphthyi Butyrate Esterase ( BUE )

- pengecatan imunositokimia

-Terminal Deo:{ynucleotidyl Transferase (TdT)

terhadap hasil pengecatan Giemsa dan Sudan Black B (SBB)

C. TUJUAN PENELITIAN
Mengetahui nilai kesesuaian hasil konfirmasi diagnosis morfologis sediaan
hapus sumsum tulang yang dicat kombinasi Giemsa dengan MPO, CLE, BUE, TdT

' terhadap Giemsa & SBB

D. MANFAAT PENELITIAN
Dengan didapatkannya metoda penentuan morfologis yang lebih tepat dalam
menentukan tipe leukemia akut maka diharapkan didapat diagnosis yang lebih

akurat sebagai salah satu cara yang bermanfaat didalam keberhasilan terapi.



BABII

TINJAUAN PUSTAKA

A. Leukemia Akut.

1. Sejarah

istilah leulgiemia akut pertama kali d_ikcmukakan oleh Craigie dan Bennett pada
tahun 1845, (Suliven AK.1993, Latiyani-Djsnil, 1990) Virchow juga mengemukakan hal yang
serupa pada tahun 1847, (Sultivan AK,1993, Latiyani-Djamil,1990) |

Bentuk leukemn akut pertama kali dilaporkan pada tahun 1857 oleh Fnedcuech,
qedmokan gejala—geja]a yang menyertainya pertama kali d1pubhkas1kan oleh Ebstein
pada tahun 1 899 (Sultivan AK,1993 ; Latiyani- i-Djamil, 1990)

Metoda pehgecamn sel-sel darah pertama kali yang (iipcrkenalkan oléh Ehr]i.ch
mengungkapkén hubungan bentuk-bentuk sel-sel darah tertentu dengan gejala klinis
yvang khas. (S“:m"ﬂ" AR Diikuti oleh Naegeli yang menemukan mieloblas dan
Reschad dan Schilling-torgau pada 1913 yang melaporkan bentuk leukemia
monositik (Sui]i\:ra.n AK,1993) V |

Pada awamya cukup menentukan keganasan seri limfositik a‘tau bukan, karena
terapi yang tersedia hanya untuk seri limfositik dan non limfositik (L¥kens % 1999) geipn:
terapi tiap subtipe seri limfositik maupul‘l mieloid berbeda, schingga penentuan

subtipe setiap seri menjadi semakin penting Lok ¥, 1993)
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Pada tahun 1976 para peneliti dari Perancis, Amerika, dan'hlggris melakukan

klasifikasi yang seragam untuk leukenua akut dikenal sebagal kiasifikasi FAB .
S1st1m ini berdasarkan morfologi sel sumsum tulang dan darah tepi dengan

pengecatan Romanowsky, dilengkapi dengan pengecatan sitokimia &ekens $1993) -

2. Definisi.
Leukemia akut mempékan keganasan sekelompok sél' darah. heterogen yang
mengenai stem sel , dimana masing masing jenis mempunyai perbedaan kens11993).
- asal stem selnya
- gejala klinik
- perjalanan peny-aki"r
- respon ter_hadap terapi.
S_erta proliferasi abnormal dan akumulasi sel hematopoeitik (sel lekemik) yang dapat
‘menyebabkan kegagalan sumsum tulang (Wievan R, Kosasih A, Setiabudi R, 1993)
Proliferasi sel lekermk tersebut dapat masuk ke dalam s1r1\ulas1 darah dan

mengmﬁlt1as1 or gan tubuh schingga menoakzbatkan gangguan mctabohsme sel dan

fllﬂgSl organ (Wirawan R, Kosasih A, Setiabudi R, 1993)



3. Klasifikasi :
Secara morfologis dan pengecatan sitokimia FAB membagi leukemi akﬁt
menjadi |
a. Leui{ellli nen limfositik akut :

- MO :AML tanpa maturasi : Mieloblas tanpa granule

- Ml : AML dengan maturasi minimatl : Mieloblas dengan atau tanpa
granu;le yang jelas.

- M2 : AML dengan maturasi : Mieloblas dengan granule , promielosit, -

beberapa mielosit.
- M3 Akut promielositik leukemi : Promiclosit dengan granule yang
jcl;ls |
M3v : Promielositik hipogranuler
- M4 Akut Mielomonositik leukemi : Mieloblas dan promielosit > 20 %
sel sumsum tulang . Promonoblas
mon.oblas >20%.
M4 eosinofil
M4 basofil

; M5 MSa‘: Akut monoblastik leukemi tanpa deferensiasi | Monoblas
besar dehgan kromatin inti ter-
susun serupa serat benang pada

kain , sitoplasma vang banyak.



_ MS5b : Akut monoblastik lenkemi dengan defercnsiasi Monoblas,
| .- promonosit, monosit, mono- -
éitosis did;lrah. |
_ M6 : Akut eritroleukemi : Megaléblastik eritroid precursor (> 50 % ) ;'
| : Mieloblasv} 30 %.
_ M7 : Leukemi megakariositik : Megakarioblas, morfologi limfoid (L1,
" L2, M1 ), Budding pada :_s_itoplasma.
b. Leukemi limfositik akut.: |
LLA berdasarkan kiasiﬁkasi FAB dibagi atas :7
- L1 :ukuran sel kecil, reguler ,anak it tidak jelas , sitoplasma tipis.
- L2 :ukuran besar, ireguler, anak inti prominen, sitoplasma cukup luas.
- L3 :ukuran besar, reguler atau bulat,. anak inti prominen, sitoplasma
cﬁkup Iuas.

( Lihat tabel 1 dibawah ini)



Tabel 1 : KLASIFIKASI FAB : LEUKEMI LIMFOSITIK AKUT

. Bentuk inti

| Reguler bisa ada cleft

Irreguler bisa ada cleft

Gambaran L1 1.2 13
- morfologis
. Ukuran sel Kecil Besar Besar
. Kromatin inti “Fine atau Clumped” ' “Fine” “Fine”

Reguler oval atau

atau indentasi atau indentasi | bulat.
. Anak mti Tidak jelas bahkan Satu atau lebih l_aesar, Satu atau lebih,
tidak tampak | prominen besar, prominen
. Sttoplasma “Scanty” “Moderatly abundant” | “Moderatly
- abundant”
Et‘f;lf; lslxim pada “Slight” “Sﬁght” | “Prominen”
;\);2221(;1 Sife- “Variabel” “Variabel ."'Prominen”

* " Early Pre B ALL" :

Bentuk  paling

( Sumber : Lukens J 1993)

KLASIFIKASI IMUNOTIPIK LLA

{Lukens, 1993 )

primitif  ILLA

ini  tidalk

memiliki

Imunoglobulin

permukaan, imunoglobulin sitoplasma dan rantai berat sitoplasma (L ). Memiliki
petanda sel B dini CD 19, CD 24, CD 34. Terjadi pada 70 % kasus anak anak

dan sekitar 50 % kasus dewasa . 90 % anak dengan LLA " carly pre B "

mengekspresi

CD 10 ( CALLA ), subtipe ini dijuluki * common ALL .




9
Prognosa lebih baik pada yang mengekspresi CD 10 dan CD 34 . Secara
karakteristik terdapat peningkatan aktifitas TdT dan 5' - nucleotidase,

* "Pre B Cell ALL " ;
Blas LLA pre B memiliki 1anta1 berat sitoplasma , tidak memiliki rantai ringan
atau  imunoglobulin permukaan 90 % atau lebih memiliki CD 10
( CALLA +) dan kebanyakan termasuk klasifikasi FAB L1 { Lcﬁkemi Limfositik
“Akut ). Sebagai mana "early pre B" ditandai TAT vang posmf dan mengekspresi
Ia/ HLA-DR, CD 19, CD 20 dan CD 24.

* "B Cell ALL " : | | |
Merupakan 1-2 % pendei'ita LLA, Sel blas mengekspresi iniunoglobulin
permukaan , umumnya 1gM . Seringnya memiliki CD 10 , Ja/ HLA-DR, CD 19,
CD 20 dan CD 24. Tipe ini terdapat pada 75 % FAB L3 ( Leukemi Limfositik
Akut ) dan mempunyai kemiripan dengan Limfoma Burkit. Perjalanan klinis yang

agresif ternyata sesuai dengan fase leukemi dari Limfoma Burkit

o "TCell ALL": ‘ _
Sel T matur mempunyai petanda ’permukaan CD 4 dan CD 8 yang penting untuk
-membedakan sel T helper , T delayed typed helper sensitivity dengan s&l T
sitotoksik . T penekan. :
Sel T matur dapat membentuk Roset dengan eritrosit domba karenar‘ad'anya CD 2
, tetapi pada " T ceil ALL " pada 1/3 kasus tidak dapai mémbenruk Roset dengan
eritrosit domba. Untuk mendeteksinya perlu diperiksa CD 7, CD 5dan CD 2.



10
CD 3 sitoplasma sangat spesifik untuk sel T LLA, sedangkan CD 3
permukaanjelek responsnya terhadap terapi karena dapat berdeferensiasi multi
seri | Bila didapat CD1 atau CD 55 diduga merupakan derivat Natural Killer . -
Berbeda dari LA sel B pada LLA sel T klasiﬁkaéi subtipe haﬁya mempunyai
.makna klinis terbatas . Sebagian besar keganasan sel T yang berhubungan
dengan stadia prothymocyte _
Secara klinik merupakan leukemi akut sedangkan vang berasal dari stadia

maturasi yang lebih matang merupakan limfoma atau leukemi.

4. Gambaran klinis ; % Glave PB, 1980
a. Tanda dan gejala non spesifik
-~ lelah

lemah badan

Penurunan _berat badan

- Nafsu makan menurun
b. Akibat proses infiltrasi : L-LA dan LNLA subtipe M4 dan M3 terjadi inﬁltrasi
pada sumsum tulang, kelenjar ge‘tall Bening, organ dalam perut, ja;'ingan lunak
dan kuiit dapat menimblulkan gejala nyeri f,ulang, pegal-pegal, peruj: terasa

| ,penﬁh, hiperplasi ginggiva, perdai‘ahéh dan masa tumor

¢.. Penyebaran ke sﬁsunan syaraf pusat : terjadi pada LLA dewasa dan LNLA fipe .
M4 dan M35 berupa : | |
- nyer1 kepala

- nause ' )
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- pandangan kabur
Penyebaran pada syaraf kranial dapat diduga bilamana pemeriksaan

Jasmani didapat : edema papil, kelumpuhan syaraf atav tanda-tanda meningitis,

(,hloroma vang terdapat pada LNLA dapat menyebabkan kompresi syaraf
spmal vang harus segera diketahui untuk mendapat penanganan yang memadai -
guna mencegah gangguan yang permanen. Pada LLA walaupun jarang dapat
terjadi gangguan metabolik seperti “hiperphagia” dan kegemukan.
Kadar glukosa rendah dan protein tinggi pada LéS harus dicurigai penyeba-
Ran ke susunan syaraf pusat.
Infeksi : ddpat terjadi pada keadaan neutrofil yang secara kuantitatif jumlahnya
rendah (< 300/dL) atau pada keadaan fungsi neutrofil yang jelek dapat terjadi
sepsis, sinusitis, infeksi saluran nafas, infeksi saluran kemih, rektum dan‘
susunan syaraf pusat. Pemeriksaan “Rectal toucher” harus dilakukan derigan
sangat hati-hati pada penderita lekemi untuk mencegaﬁ tmuxﬁa, hematoma
maupun terjadinya abses. Untuk mengevaluasi_infeksi dilakukan foto thorax dan
sinus , kultur bakteri, virus maupun jamur terhadap cairan otak, d_arah, faeces
dan hapusan oropharynx, ‘e Glave. 1988 ) |
Defisiensi pembekuan : yang terjadi karena trombositopenia akibat supresi
megakariosit atau  penggunaannya serta. abnormalitas  funsi trombosit
mengakibatkan lgangguan pembekuan berupa :

= Epistaksis



-~ EKimosis dan Purpura
- Perdarahan muicosa dan ginggiva
- Hematuria
-  Melena
- Perdarahan retina
- Per&arahan otak
- DIC
“ Coagulopathy” : diakibatkan pelépasan.zat akibat hasil Tisis se} lekemik pada masa
p‘eﬁgobatan. DIC paling sering terjadi pada IL.NLA tipe M3, diikuti M4 dan M5 serta
7 jarang pada sﬁbti'pe yang lain. Infeksi sistemik dan defisiensi flaktor pembekuan
seriné men}febabkan koagulapati, Koaéula_pati akan mcmpgrburuk kéadaaan
trombositopeni. |
Untuk mengetahui defisiensi faktor pembekuan dilakukan pemeriksaan jumlah
trombosit dimana didapat _trombosit(‘)peni, “ prothrombin time “ , partial
ﬂn‘qmboplasﬁn time “memanjang. Peningkatan “ Fibrin ‘degradation product™, kadar
fibrinogen rendah ; Trombositopeni, “ thrombin time “ memanjang, penurunan
faktor 5 dan 7 dicui*igai tanda awal DIC. Pada DIC yang telah lanjut didapat « partial
thromboplastin time “dan “ prothrombin time “memanjang . DIQ tidak harus discrtai

kelainan morfologi eritrosit.



5. Gambaran ‘laboratorik :
a. Pemeriksaan darah tepi:
Kelainan sel sel darah tepi pada leukemi akut dapat memberikan gmﬁbaran
sebagai berikyt (Divlbreovie 8, 1992) |
o Kelainan kuantitatit sel darah puiih, yang biasanya kita jumpai jumlah
leukosit merupakan salah sata dibawah inj :
- l;ukositosis
- Ieukop:eni
- normal
* Kelainan kualitatif sel darah putih
Kelainan kualitatif sel darah putih disini meliputi tanda tanda
keganasa'n' secara umuin ¢ AF Pradana, {99 5)
a. Ciri selnva :
- ukurann},"a abnormal
- memberikan gambaran yang monoton ( clonal morphology ) dimana
sel sel abnormal tampak serupa

- kecenderungan untuk bergeombol/ berkelompok

b. Ciri sitoplasmanya
- mudah rusak/pecah/rapuh ( fragmentasi )

- hipogranulasi
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adanya granula yang tidak lazim ( batang Auer, inklusi SUPRAS dan

halo)

granula campuran eosinofilik-basofilik

c. Chiintinya :

ukurannya besar

multipel

Vbercelah(clefting) |

berlekuku-lekuk ( convuluted )

adanya excrescences

ratio inti sitoplasma besar

memingkatnya gambaran mitotik

hiposegemntasi ( pseudo Pelger Huet' ) atau kadang kédang
hipersegmentasi

megalobalstofd ( tidak memberikan respon terhadap pemberian
vitamin 312 / asam folat )

nukieoli tampak lebih prominen
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b. Gambaran blas pada leukemi akut

Blas ;
Definisi : _
Menurut FAB ada 2 macam sel blas LNL A yaitu blas tipe I dan blas tipe IL
Blas tipe T granula azurofil tidak ada, kromatin intj halus, anak inti jelas |
_ daﬁat satu atau lebih, ratio‘inti sitoplasfna tinggi, |
Blas tipe Il mengandung granula azurofil dalam jumlah sedikit, bentuk
| seperti blas tipe I tetapi rasio infi sitoplasma rendah dan letak inti di tengah,
Menurut FAB, cliagnpsis lekemi akut dapat ditegakkan ‘bila pada hitung jenis
minimal 500 sel sumsﬁm tulahg didapatkan :
1. Sel blas tipe I dan' tipe II »30 % dari semua sel berinti ("nucleated
cell”a‘tau.NC)‘
2. Bila seri eritroid dominan, yaitu >50% dari semua sel berinti (NC)
dan diéertai blas tipe I dan tipe 11 >30% dari sel non eritroid t"non
© eritroid cell" = NEC). Sel-sel yang tidak termasuk NEC. dalam
* sumsum tulang adalah limfosit, sel plasma, sel mast dan makrofag,

3. Gambaran morfologik sesuai dengan lekemi promiclositik
* hipergranuler.

Bila pada hitung jenis 500 sel berinti (NC) dalam' sumsum tulang didapatkan
persentase eritroblas (rubriblas sampai metarubrisit) kurang dari 50% dan

didapatkan sel blas tipe I dan tipe Il >30% maka diagnosisnya adalah LNL A
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yang dapat berupa tipe M1, M2, M3, M4, M5. Penentuan tipe M1 sampai

M5 didapatkan dari perhitungan persentase hitung jenis sel non eritroid
(NEC) pada sediaan hapus sumsum tulang. Bila persentase eritroblas dari
semua sel berinti (NC) dalam sumsum tulang kurang dari 50% dan sel blés

| tipe 1 dan tipe II kurang dari 30% maka diagnosisnya adalah sindroma

_ mielodisplasi ( SMD . Bila pada hitung jenis 500 sel berinti (NC) sumsum

tulang didapatkan eritroblas lebih dari 50% dan persentase sel .blas dari sel

non erifroid (NEC) iebih besar da_ri 30% maka. diagnosanya adalah LNLA
tipe M6, Bila junﬂah sel blas dari NEC kurang dari 30% dimasukkan dalam

diagnosa SMD.
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Aspirasi sumsum tulang p hiposeluler

1

Sumsum tulang hiperseluler .Biopsi sumsum tulang

Persentase eritroblas dari hitung
jenis 500 sel berinti sumsum tulang

' '

Eritroblas <50% . Eritroblas >50%

Persentase blas NEC

Persentase blas NC

Blas = 30% Blas <30% Blas <30% Blas = 30%

h% (8
LNLA SMD LNLA?

Persentase NEC

MI1-M5

Keterangan : NC : semua sel berinti dalam sumsum tulang. NEC : sel
non eritroid kecuali limfosit, sel plasma, sef Mast, makrofag. SMD : sindroma

Mielodisplasia

Gambar 1 : Cara untuk membedakan lekemi akut dengan

sindroma Mielodisplasia ( Sumber : Mazza J. 1998)
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c. Pemeriksaan sumsum tulang :

Terdiri dari : - aspirasi
- biopsi
Aspirasi :
Dengan pengecatan Giemsa dan sitokimia te_rhadap sediaan hapus sumsum
tulang maka dapat ditentukan LLA maupun LNLA serta subtipeya masing

ll'lElSjIlg {Mc Glave PB, .1988).

Sumsum tulang yang dibcll'i antikbagu]an heparin dapat dipergunakan untuk
analisa sitogenetik mendeteksi h?ipeljdiploid dan translokasi yang. berguna bagi
kepentingan dizfgnosis maupun prognosis M 9ave PB1988) b o niian fenotipe
dengan menggunakan gmtibodi monoklonat pada sumsum tulang yang belum
diterapi dapat digunakan bagi keberhasilan terapi lekemi dengan cara

transplantasi sumsum tulang yang dilakukan oleh beberapa "centre" Mo Slave PB,

1988)

Biopsi
Biopsi hanya dilakukan bila dipertukan informasi tambahan selain
aspirasi sumsum tulang , atau adanya kegagalan aspirasi.
- Indikasi biopsi sumsum tulang meliputi :
* (agal mendapat cukup bahan dari aspifasi
e Evaluasi dari bi atau pansitopeni

e Setiap kecurigaan akan adanya mielofibrosis
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~ Pada beberapa keadaan akan tampak gambaran yang spesifik , tetapi _ 1

16
Patchy Anemia aplastik

Kecurigaan metastase pada sumsum tulang limfoma maupun proses
granulomatosa sumsum tulang

Menentukan aplasi Iiada suatu lekemi mieloid akut

Gambaran karakteristik dari leukemi akut :

Gambaran darah tepi dan sumsum tulang leukemi akut sangat bervariasi .

tidak jarang merupakan gambaran sél sel yang séngat tidak spesifik dan
kadang kadang gambaraﬁ sediaan hapus darah tepi dan sumsum tulang
sinkron, tetapi tidak Jarang sangat berlainan. Untuk itulah kami
memberikan gambaran yang karakteristik untuk masing masing jenis

leukemi akut.

Lekemi mielositilk akut dengan diferengiasi minimal (MO)

(Wirawan R, Kosusih 4, Setiabudi R, 1993)

~ Blas > 30 % sel berinti sumsum tulang

- Blas positif dengan SBB dan MPO ‘~<3% dengan menggunakan
mikroskop cahaya

- Blas mempakan mieloblas  yang dibuktikan dengan petanda

1mun010011< atau pewarnaan sitokimia ultr astruktuz
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- Menunjukkan aktivitas MPO dengan cara sitokimia mempergunakan

antibodi monoklonal
- Menurijukkan antibodi monoklonal yang spesifik untuk mieloid yaitu

CD 13 dan CD 33

. Leukemi mielositik akut tanpa maturasi (M1)

{Wirawan R, Kosasih A, Setigbudi R, 1993} |

- Blas tipe I dan II > 90% sel non eritroid sumsum tulang dimana = 3%
dari sel ‘blas tersebut bereaksi positif dengan SBB atau MPO

- Komponen granulositik mat-i;lr dalam sumsum tulang (promielosit
sampai segmen ) = 10% dari sel non eritroid.

- qupohen monositik natm dalam sumsum tulang (promielosit

sampai monosit) < 10% dari sel non eritroid.

Leukemi mielositik akut dengan maturasi (M2)

{Wirawan R, Kosasik A, Setiabudi R, 1993) |

- Blas tipe I - II terdapat 30 - 89 % sel non eritroid sumsum tulang,
- Komponen granulositik matur dalam sumsum tulang (promiclosit

sampai segmen) >10 % dari sel non eritroid.
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- Komponen monositik dalam sumsom tulang (monoblas sampai
monosit) < 20% dari sel non eritroid dan keiteria M4 tidak

ditemukan.

Leukemi Promielositik akut hipergranuler (M3)

- Sel predominan adalah promielosit abnormal yaitu :
e bentuk inti melekuk; (bilobed), bentuk ginjal
° hipergranulasi, multipel Auer Rod

-  DIC

Lculéemi promielositik akut hipogranuler - M3v :
Kriteria sama dengan.MB dan ditambah dengan
- Prom,ieliosit abnonﬁal yaitu :

. htpogranulasi/agranuler

. inklusi sitoplasma oval/elips

Leukemi Miclomonositik akut -M4
- Blas tipe I dan II = 30% scl non eritroid sumsum tulang
- Komponen granulosistik sumsum tulang (micoblas samapai lekosit

PMN) = 20% dari sel non eritroid.
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- Bila komponen monositik menunjukkan satu dari kriteria dibawah ini

e komponen monositik sumsum tulang (monoblas s;tmpai
monosit) = 20% dari sel non eritroid dan jumlaﬁ komponen
monositik pada darah perifer > 5 x 10%11.

o Komponen monistik sﬂrﬁsum rulang'. (monobllas sampai
monosit) > 20% dari sel non eritroid dan dikonfu‘maéi dengan
pewarnaan sitokimia atau peningkatan Konsentrasi lisos;irﬁ
_serum/urin.

¢ Sumsum tulang miri'p M2 tetapi komponen monosit darah
perifer > 5 x 10°/1 dan konfirmasi dengan pewarnaan sitokimia

atau peningkatan konsentrasi lisosim serum /urin.

Leukemi monositik akut - M5

- Blas tipe I - II >30 sel non eritroid.

- Komponen monositik sumsum tulanglz SO% sel non eritroid.
Lekemi monoblastik akut M5a : Monoblas > 80% l;ompo%len monositik
sumsum tulang. |

Lekemi rﬁonositik ak_ut M5b: Mdﬁoblas < 8(% komi)onen monositik

sumsum tulang.



Eritroleukemi - M6

- Eritroblas = 50% sel berinti (NC) sumsum tulang

-~ Blas tipe I - I1 > 30% sel non eritroid sumsum tulang

Leukemi megakariositik akut { M7)

- Blas > 30% sel berinti (NC) sumsum tulang,
- DBlas merupakan mehakarioblas yang dibuktikan dengan petanda
imunologis, morfologik ultra struktur atau pewarnaan sitokimia ultra

struktur.

LLAtipe L1

Ukuran limfoblas pada umumnya kecil, bentuk homog;‘q, sitoplasma

| sedikit dengan rasio inti sitoplasma tinggi. Sitoplasma berwarna biru
muda sampai sedang, kadang-kadang terdapat vakuolisasi yang
bervariasi. Bentuk inti biasanya teratur, bulat dan kadang-kadang
terdapat sedikit lekukan, kromatin halus dan homogen. Anak inti kecil

dan tid'lkjel'ls {(Wirawan R, Kosasih A, Setiabudi R, 1993 ; Niemever CM, Sallan SE, 1993)
£l C [t * -
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LLAtipeI2

Ukuran limfoblas lebih besar dari L1, bentuk heterogen, rasio inti
sitoplasma bervariasi. Sitopiasma, bervariasi, pada umumnya luas déngan
warna dan vakuolisasi yang bervariasi. Bentuk inti tidak teratur, sering
terdapat lekukan atau celah, kromatin inti heterogen, bervariasi dari .

halus sampai padat. Anak inti biasanya tampak jelas, besar dapat satu

’ltail Ieblh (Wirawan R, Kosasilk A, Setiabudi R, 1993 ; Niemeyer OM, Sallan SE, 1993)
F: . .

LLAtipel3

Ukuran limfoblas besar, bentuknya homogen, rasio inti sitoplasmanya
lebih rendah' dari L1. Sitoplasma sedang, warna basofilik kuat dan
vakuolisasi yang mencolok, Bentuk inti teratuf bulat sampai lonjong
dengan kromatin inti yang halus dan homogen, sering terdapat
vakuolisasi. A-nak'in‘ti biasanya‘mencolok, dapat satu atau lebih.
Sebagian be;ar kasus LLA L3 mempunyai fenotipe sel B matur, yang
mempunyai imunoglobulin membran permukaan atau "surface membran
immunoglobulin " (Smig) Dapat pula menunjukkan fenotipe sel T atau

| bentuk gabungan sel T dan B.

Selain dari pemeriksaan morfologis dan sitokimia diatas terdapat

Klasifikasi FAB MPO, yang hanya ditegakkan melalui (Wirawan B, Kosasih A,
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Setiabudi R, 1993) |

1. Menunjukkzin -+ aktifitas - MPO dengan  sitokimja menggunakan.
mirokroskop elektron
2. Menunjukkan protein MPO dengan antibodi monoklonal

CD 13 dan CD 33 yang positif (spesifik mieloid).

“B. Ma;:am ﬁmcam pemeriksaan untuk menunjang diagnosis leukemi akut
1. Pengecatan Romanowsky
2. Pengecatan sitokimia dan imunositokimia
3. Petanda imunologik
4. Sitogenetik |
5. Biokimiawi
6. lKultur
Karena pengecatan Roménowsky, sitokimia dan imunositokimia fidak
memerltikdn peralatan yang ﬁléh&l dan canggih maka penulis membatasi

hanya memeriksa hal hal tersebut dalam penelitian ini.

\ 1.Pengecatan Romanowsky : (Dacic, 1995)

~ Terdiri dari : May - Grunwald
Jenner

Giemsa




Leishman
Bagian terpenting dar cat Romanowsky adalah Azure B ( trimethylthionin ) dan
Eosin Y ( Tetrabromo fluoroscein ) . Pada awalnya digunakan methylene blue dan
eosin. Diantara pengecatan Romanowsky yang paling sederhana ialah cara Jenner
sédangkan terkompleks ialah cara Giemsa, diantaranya cara Lesihman. Bila Ph lebih
alkalis dari yang ditetapkan ( idealnya Ph : 6,8 ) maka komponen Azure lebih
menonjol dari kdmponen eosin dan sebaliknya.. Azure B dalam bentuk senyawa
Dimer terikat dengan anion , Eosin Y dalam bentuk senyawa monomer terikat pada
bagian kation dari protein .
Asam nukleat dan protein dari inti sel dan sitoplasma terikat pada bagian basa dari
Azure B dan molekul Hb vang bersifat basa terikat pada eosin.
Granul ¢osinofil mengaﬁdung spermin yang bersifat alkalis tercat kuat oleh
komponen eosin, granul basofil bersifat asam mengandung heparin tercat oleh Azure
B. Dapat digunakan 50 m} dari 66 mmol /L bufer Sorensen. |
Cara pembuatan larutan stok : 1 gram bubuk cat masukkan tabung konikal ka}ﬁasitas
200- 250 ml. Tambahkan 100m! methanol , paqaskan 50 ° C selama 15 menit
dengan diaduk perlahan , lalu saring . Untuk meml;uat larutan kerja encerkan larutan
stok 9 kali.
Pemeriksaan Giemsa pada darah tepi penderita leukemi akut :
Hapus darah tepi yang dicat Giemsa harus diamati dengan teliti (¢ Clave FB. 1988)
Ditemukannya batang Auer dapat menentukan suats LNLA sebelum dilakukan 1‘
pemeriksaan lebih lanjut ™ Clave PB, 1988) generti diketahui menurat FAB leukemi
akut dibagi menjadi LNLA & LLA, untuk menentukan subtipoe LNLA kadang
kadang bisa dengan Giemsa saja sudah cukup, bila tidak perlu pemeriksaan bantu
unmk.mencgakkan diagnosis . Bila kita sudah dapat menegakkan diagnosis LLA kita

dapat membedakan subtipa LLA dengan cara Whitaker .
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SISTIM SKORING UNTUK MENENTUKAN LEKEMI LIMFOSITIK AKUT

TERMASUK SUBTIPE L1 ATAU L2.( CARA WHITAKER )

* Rasio inti sitopiasma tinggi (Sitoplasma kurang dari 25% dari keseluruhan sel) .
di_dhpat pada sskurang-kurangnya 75% sel.........ccooeviiiinininnn.. eererenane +1

* Rasio inti sitoplasma rendah (Sitoplasma > 20% dari keseluruhan sel) didapat pada

sekurang-kurangnya 25%sel.........ccocoviieinn... e, -1
*> T5% sel memiliki ticlak. lebih dari 1 anak1nt1+1
* > 25% sel memiliki 1 atau lebih anak inti yang prominen.....................'..‘.....-1

* Permukaan inti ireguler (rénifonn atau terdistorsi Iuas oleh tonjolan lebar atau
celah didapat pada > 25%sel.........ociiiiiiii i |

% Sel sel besar (Diameter paling tidak dua kali limfosit kecil) meliputi > 50%..-1

Jumlah skor 0 sampai +2 merupakan L1
" Jumlah skor —1 sampai —4 merupakan L2

Untuk L3 : Sel sel berwarna basofilik besar besar seukuran dengan inti bundar ,

granula kromatin " dense ", satu atau lebih anak inti yang prominen (HendersonES,

1986 )
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2. Pengecatan sitokimia

Dengan menggﬁnakan prinsip reaksi biokimia, maka reagensia / pereaksi
tertentu vang dipergunakan dalam teknik pengeéatan sel darah ini dapat mendeteksi
adanya ensim spesifik dan atau bahan produk intraseluler yang terdapat dalam
eritrosit, lckosit serta trombosit. Hasil reaksi biokimia' yang berupa endapan
berwarna : diﬁis,‘ granuler atau merupakan benda inklusi berbeda secara kualitatif
(khas) dalam masing-masing individu sel darah dan dapat secara kuantitatif
“(gradual) sesuai tingkat maturasinﬁ dalam satu sistim / seri sel darah tertentu

(Banibang Sutrisno, 1991)

Macam Pengecatan Sitokimia

Seperti telah disebutkan diatas, peng'egatan sitokimia dapat dilakukan baik
terhadap eritrdsit, lekosit maupun trombosit. Pengecatan terhadap eritrosit dilakukan
untuk membantu membedakarll serta menentukan berbagai jenis anemi, sedangkan
terhadap lekosit terutama untuk kepentingan diagnosis lekemi akut dan terhadap
trombosit bila diperlukan pada kasus khusus yang mengenai megakarioéit (Bambang
Sutrisno, 1991) |

Untuk keperluan diagnoétik lekemi akut serta berdasarkan apa yang dapat

ditentukannya, pengecatan sitokimia untuk leukosit dibagi menjadi dua bagian besar

' F 198
yakm (Lanzkowsky P, 1980) :



29

1. "Ensimatik :
- Peroksidase
- Esterase
~  FPhosphatase
- B‘eta ~ glucuronidase

- Aryl sulfatase

2. Non Ensimatik

- Sudan Black B

- Pertodic acid schiff (PAS)

- OCilred O

- Methyl Green Pyronine

Pengecatan sitokimia untuk erotrosit dipakai untuk mendeteksi adanya "
Free Iron ", derivat derivat hemoglobin dan ensim metabolik / sitoplasmik tertentu
didalam eritrosit ¢ v 1999} gedangkan terhadap trombosit pengecatan sitokimia
dipakai untuk mendeteksi " platelet peroxidase reaction ' yang terdapat didalém

retikulum endoplasmik dan membran inti megakariosit muda atau yang sudah matur

{ Catovsky, 1995 )
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2.1 Sudan Black B ( SBB)

Sudan Black B mewarnai berbagai macam lipid, diz;ntal'aﬁya sterol,
fosfolipid dan lemak netral yang terdapat pada granula seri miclositik dan ménositik,
dimana akan tercat coklat kehitamnan denéan intensitas yang semakin padat sesuai
dengan maturasi dari ;el (Brown B.1976) Qeri monositik tercat positif berupa granula halus
yang terbesaf difus (“Fmeiy scattered granules”) (Cetoveky B, 1993)

SBB mengecat membran lpid dari gi‘anulg yang mengandung ensim
'mielop-eroksidase didalamnya, dan mekanisme pengecatannya sama dengan
peroksidase dimana melalui mekanisie ensimatik tidak hanya melalui sifat fisik .
larutan cat (“#¥RY D 1999) gohingoa dengan demikian maka kepentingan pengecatan
ini adalah sama dengan pengecatan mieloperoksidase dalam hubungannya dengan
diagnosa lekemi akut (B*m0ens Surisne. 1991 1ya1amy mmengevaluasi hasil pengecatan
sitokimia ini perlu diketahui bahwa untuk sistim granulopoeitik sudanofilia negatif
dalam mieloblas kemudian secara gradual menjadi positif sesudah promielosit
dengan iniensitas yang semakin padat sesuai dengan peningkatan maturasi sel,
sedangkan untuk ﬁonositik, monoblas negatif kemudian terdapat granula yang
bereaksi plositif.menyebar tidak menggerombol / memadat seperti padﬁ

granulopoeitik {Bambang Sutrisno, 1991)

2.2 Mieloperoksidase { MPO) .

Mieloperoksidase merupakan ensim lisosomal yang terdapat pada granula
azurofilik dari neutrofil dan monosit (CHevsn 1995)

¢ Sel yang bereaksi positif pada pengecatan mieloperoksidase

Promielosit, mielosit , metamielosit, batang dan segmen . Eosinofil dan
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basofil bereaksi positif kuat. Promonosit dan monosit Jjuga bereaksi
posatif

¢ Sel yang bereaksi negatif :
Mieloblas pada fase awal , Monoblas , Limfoblas dan limfosit.
Reagen yang dipakai untuk menunjukkan ensim ini ialah bensidin dan
hidrogen peroksida. Bensidin mengikat On hasil reaksi ensim
mieloperoksidase dengan hidrogen peroksida. Timbul warna hijau khaki

sampai kecoklatan hitam.

Soemantri AG ( 1978 ) dalam desertasinya untuk mempertahankan gelaf
doktor berjaudul : “ Hubungan Anemi Kekurangan Zat Besi Dengan Konsentrasi
Dan Prestasi Belajar “ menggunakan cara Kasplov ( 1965 ) untuk mengecat MPO.
Bensidin dihidrochlorida dan 3,3 diamino —benzidine ( DAB ) tetra hidrochlorid

_dipilih menggantikan bensidin karena tidak karsinogenik ( Coovsky: 1999}
Manfaat utama pengecatan MPO ialah membedakan LLA dan LNLA.

Aucr Rod dan * Phi bodies “ lebih jelas dengan pengecatan MPO dibandingkan
May-Grunwald Giemsa karenanya mempunyai sensitifitas lebih tinggi dalam
menentukan LNLA (Celovsky 1955 _

Mieloblas merupakan sel imatur yang menunjukkan aktifitas micloperoksidase , bila
negatif bisa berarti blas tipe lainnya . Pada MPO dari LNLA dijumpai Mieloblas

tahap dini yang menunjukkan aktifitas mieloperoksidase negatif ¢ ©ovsks, 1995).

2.3 Esterase
Menurut Li dkk. Seperti yang dikutip oleh Dacie 5 didalam lekosit

dijumpai 9 macam isoensim esterase yakni iso ensim 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7,‘ 8, 9.
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Oleh karena itu méﬁka dalam pengecatan sitokimia ini dipergunakan berbagai macam
substrat sesuai dengan keperluannya.

Isoensim 1, 2, 7, 8 dan 9 merupakan esterzllse “spesifik” yané diclapﬁtkan'pada seri
granulopoeitik serta dapat dideteksi dengan memperéunakén_ isoensim 3, 4, 5, dan 6
.merupakan “non spesific esterase” yang sensilif terhadap NaF dan dapat ditunjukkan
.dengan mempergunakan substrat alpha napthol ester (abetat dan butirat). Iso ensim
ini dijumpai pada monosit, megakariosit, dan trombosit o5k B 1993) |

Napthol AS atau alpha napthol‘ ester. dapat bereaksi hampir dengan semua isoensim
namun reaksinya akan dihambat oleh NaF bila untuk mendeteksi isoeﬁsim yang non
spesifik diatag (Caosky D, 1995) |

a. ANAE (Alpha Napthol Acetétc Esterase)

Pada pengecatan sitokimia ini sering .digunakan untuk  keperluan
konfirmasi identifikasi sel darah baik dalam. keadaan normal maupun lekemi B>
Surisno, 1991) Datam keadaan normal dipakai ﬁnfl.l.k membedakan'limfo_sit T dengan

mqnosit berdasarkan pola reaksinya :

- Pada limfosit berbontuk bercak.

. Pada monosit merata. .
Serta sensitif tidaknya terhadap Na¥F :
- Padalimfosit resisten

- Pada monosit sensitif
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Dalam keadaan lekemi dan kelainan Ihnfoﬁl'oliferatit] peranan
pengecatén ini adalah sebagai berikut : (Catosky D 1995)
- Pada LNLA memperkuat diagnosis lekem‘i monositik.
- Pada LLA disertai pengecatan fosfatase asam ékan membantu
identifikasi LLA darisel T.
- Pada lekemi limfositik kronik pengecatan ini dapat membantu
membedakan lekemi prolimfositik daﬁ sel T (bereaksi positif) dengan

lekemi prolimfositik B (yang bereaksi negatif)

b. NASA (Napthol AS Acetate) Dan NASDA (Napthol AS — D Acetate)

Kedua substrat ini digunakan 'untuk memperlihatkan aktifitas esterase

non spesifik pada seri monosit (Caosi D, 135 ). Tidak seperti ANAE, keduanya tidak

menunjukkan reaksi lokal pada limfosit T. Suasana tefbaik untuk reaksi adalah pada'

Ph 6, 9, tetapi perlu diperhatikan bahwa inkubasi yang berkepanjangan

menyebabkan hidrolisa substrat olch “Chloracetate esterase” dari granulosit. Karena

“itu perlu ditambahkan NaF pada wakiu inkubasi schingga dapat dibedakan dengan
jelas promonosit dan monosit dari promielosit dan mielosit oSk D, 1999 py,

dipergunakan substrat ANAE maka NaF tidak terlalu diperlukan karena reaksinya

pada seri monositik lebih kuat dan reaksi pada seri granulosit lemah atau negatif

{Catosky D, 1995)
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NASDA lebih disenangi dari pada NASA karena hasil reaksinya lebih

kurang dan lebih tidak menyebar (CH0sky P 1993)

Kepentingan utama dari pengecatan ini ialah untuk membedakan tipe

micloblas pada M1 dan M2 dan tipe monosit pada M3a dan MSb. Sedangkan pada

- M4 membantu menentukan jumlah relatif dari komponen monositik (Camkf’ D, 1995)

‘¢ “Chloracetaie Esterase”

Est.era-se spesifik yang terdapat pada granulosit dan sel mast berbeda dari
yang ada pada monosit dan megakariosit, keberadaannya dapat diperlihatkan
menggunakan substrat “Fast Garnet GBC” »” Fast Red Violet” atau “Fast Blue BB”,
Dengan menggunakan Ph 7,0 — 7,6 serta tidak dipengaruhi NaF maka hasil ﬁositif
didapat pada seri granulosit baik matur maupun imatur 0% D 1995 goiarg umum *
hasil reaksi ini sejajar dengan Sudan Black B maupun peroksidase (CH#os D« 1999
“Auer _fod” sering positif, limfosit dan monosit hanya sedikit atau tidak memiliki
aktifitas ensim ini sama sekalj (€¥tesks D 1995),

Kelebihan metoda ini dapat dipergunakan untuk potongan jaringan pada parafin,
dengan jaringan dari berbagai macam bagian tubuh sehingga dapat digunakan untuk

membantu diagnosa “sarcoma” (“Chloroma”) (CHosty P . 1999)

Substrat ini dapat
dipakai secara bersamaan dengan ANAE dalam satu pengecatan sitokimia yang

disebut “Combined” atau “Dual” esterase: Sebagai hasil dari pengecatan tersebut

dalam preparat yang sama akan dapat ditunjukkan kedua macam esterase (spesifik
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pada seri granulositik dan non spesifik pada monositik). Dengan demikian maka

pengecatan ini sangat bermanfaat untuk diagnosa lekemi mielomonositik akut (M4).

2.4 Pengecatan sitokimia pada sel darah normal

Tabel 2: HASIL PENGECATAN SITOKIMIA PADA SEL SEL DARAH

Keadaan / Sel Darah MPO SBB " PAS Alk. Phos
Mieloblas - - - _
Promielosit _ IR _ 4+ + + o+

- Mielosit Rk + 4+ + ++++ +
‘Meta"mielosit + 444+ NINTTRER RENIRTIIS -
Neutrofil S et tHEE b - bt
Eosinofil o T + Sy _
Basofil . _ Coa ot i+ _
Limfosit - - _ 3
Monosit b A oy ~
Megakariosit ) + f g i
Trombosit . + + ‘-]_ - i
Normoblas . . ) _

(Sumber : Sutrisno B, 1991)
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2.5 Cara membedakan LNLA dengan LLA

Tabel 3 : KARAKTERISTIK SEL SEL PADA 1.1.LA DAN LNLA

_ ALL ANLL
Morfologi . |

- Auer rod - Sering +
Sttokimia ‘ .

- MPO - Sering -+

- SBB - : Sering +
Chloracetate esterase - Sering +
PAS ' + bervariasi + pada FAB M4
Esterase non spesifik + fokal (jarang) . +pada FAB M4
Terminal deoxynucleotidyl + -
transferase |

( Sumber : Mc Glave P, 1988)

Setelah mengetahui LLA atau LNLA selanjutnya ditentukan subtipenya
; masing-masing. Penentuan subtipe diperoleh dengan melaksanakan pemeriksaan
sitokimia . Macam pemeriksaan sitokimia yang dilakukan dalam penelitian ini ialah :
MPO, CLE, BUE, TdT.



Tabel 4 : HASIL PENGECATAN SITOKIMIA PADA LEKEMI AKUT
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e+

Keadaan /sel MPQO SBB PAS . Acid phos ANAE NASDA
darah ' o :

LNLA M1 + + +difus - -ataut - +
LNLA M2 Tt T+ T+difus T m =
LNLA M3 4+ S+ ++difus +atau++ + R
LNLA M4 +atau++ +ataut++ +at_au+-}n +atau++ +atau-+-+ +atau++
LNLA M3 -atau-+ -atau-+ +atau+-+ b +++ +++
LNLA M6 + (blas) + (blas) | +{(blas) + -atau+ +

1 Common - - ataut ~atau+ o - !
ALL (Li-L2) '
Null-ALL - - -afau++ -atau- o -glauk -
(L1-12) L , ‘
T-AIL - - I atau+ -t [ tataut+ -
(L1-1.2)
B-ALL (L3} - - - - - -
Batang Auer s - - n ot

(Sumber : Bambang Sutrino 1991)
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Tabel 5: GAMBARAN MORFOLOGIS DAN SITOKIMIA PADA LNLA

GAMBARAN
' SITOKIMIA
SUBTIPE MORFOLOGIS BATANG | SBB | CLE NON
AUER SPESIFIK
ESTERASE
MO | AML tanpa matuorasi Mieloblas tanpa granule - - - -
1M1 AML dengan maturasi Mieloblas dengan atau + + + -
minimal tanpa granule vang jelas -
M2 | AML dengan maturasi | Mieloblas dengan + + + -
granule, promielosit,
. beberapa mielosit
M3 | Akut promielositik Promielosit dengan ++ + + -
leukemi granule yang jelas
M3v Promielositik + + + -
hipogranuler
M4 | Akut Mielomonositik Mieloblas dan + + + +%
leukemi promielosit >20% sel
sumsum tulang.
Promonoblas dan
monoblas >20%
M4 | Eosinofil ' + + + +¥
Basofil
M5a | Akut monoblastik Monoblas besar dengan - - - A
leukemi tanpa kromatin inti tersusun
deferensiasi serupa serat benang pada
kain, sitoplasma vang
banyak
M5b | Akut monoblastik Monoblas, promonosit, - - - o+
leukemi dengan monosit, monositosis di
deferensi darah
M6 | Akut Eritro leukemi Megaloblastik Eritroid + + - x
precursor (>30%) ;
. _ Mieloblas (>30%)
M7 | Leukemi Megakariositik | Megakarioblas, - - * E
morfologi limfoid (L1,
12, M1), Budding pada
sitoplasma

(Sumber : Lukens J, 1993)

o



Keterangan : ’
+ : biasé.nya terdapat
++ : terdapat dalam jumlah besar |
- '+ biasanya tidak terdapat
+  bisa terdapat atau tidak terdapat
* : Terinhibisi secara inkomplit dengan NaF

ook . Terinhibisi oleh NaF
' Variasi lain dari LNLA
- Eosmofilik leukemi, Basofilik leukemi (MC Glave PB).

Gambaran sitokimia leukemi -mielos_itﬂe: akut tanpa maturasi ( M1 )

Dengan pewarnaan SBB atau MPO minimal 3 % blas M1 harus bereaksi
positif. Menurut Hayhoe dkk SBB lebih sensitif terhadap prekursor

. granulositik dibandingkan MPO. Blas pada M1 juga bersaksi positif dengan
Chloro esterase (CLE) . Dengan Non spesifik Esterase (NSE) dan Periodic
Acid Schiff (PAS) blas M1 bereaksi negatif (Wirawa R, Kosasih 4, Setiabudi R, 1993)

- Gambaran sitokimia leukemi mielositik akut dengan maturasi ( M2 )

Pewarnaan sitokimia hampir sama dengan M, akan tetapi reaksinya lebih
kuat dan pérsentase sel blas vang positif dengan SBB cl:_m MPO lebih tinggi.
Pada MZ, CLE bereaksi positif Iebih_ kuat dibanding M1. Batang Auer lebih -

b i ; ; /i {osasih A, Setiabudi &, 1993
banyak dijumpai dari M1 (VirowanR, Kosasih A, Setiabudi ),
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Gambaran sitokimia leukemi i)romielositik akut ( M3)

Pewarnaan sitokimia SBB, MPO, dan CLE bereaksi positif kuat, PAS
memberikan  reaksi positif lemah yang difﬁs atau "dust like". VPada M3
eritroblas biasanya Bereaksi negatif dengan PAS.

Fosfatase asam (Fas) bereaksi positif kuat. Pada M3v memberikan reaksi
sitokimia yang serupa dengan M3

Dengan MPO atan SBB, sel blas tipe I\fi3vberflz_aksi positif kuat dan hampir
mendekati 100%, sedangkan dengan NSE bereaksi positif lemah. INLA

tipe M4 dan MS bereaksi lemah dengan MPO atau SBB akan tetapi bereaksi

a. i Wirs - ol ‘i "
I)OSi'tlf Luat dengzm NSE (Wirawan R, Kesasih A, Setiabudi R, 1993)‘

Gambaran sitokimia Jeukemi miclomonositik akut ( M4 )

Seri monosit dapat dibedakan dengan granulosit dengan bantuan pewarnaan
sitokimia NSE mcmakax sustrat alpha napthyl acetate esterase (ANAE) yang
fluorid sensmf atau dengan alpha naphthyl butyrate csterase (ANBE).
Apabila ditemukan eosinofil abnormal lebih dari 5% dari sel non eritroid
sumsuim tulang maka disebut M4 dengan eosinoﬁiia. (M4e). Eosinofil
abnormal sering berinti satu dan mempunyai granula basofilik yang i(asar

disamping granula cosinofil normal.
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_Pameriksaa_n CLE dan PAS dapat membedakan cosinofil abnormal pada

M4e dengan eosinofil normal tidak bereaksi ¢¥irawan R, Kosasih A, Sctiabudi R, 1993)

Gambaran sitokimia leukemi monositik akut ( M5)

Pewarnaan SBB dan MPO untuk M3a seﬁng bereaksi negatif, bila positif
membentuk granula halus. Dengan CLE bereaksi negatif atau positif lemah.
Hayhoe dkk mendapatkan bahwa SBB lebih sensitif untuk mendeteksi
monoblas. Dengan SBB monoblas bereaksi positif membentuk granula halus
yang diﬁ;s, sedangi:an micloblas reaksinya lebih kuat dan "block”,
Monoblas bereaksi positif kuat dengan NSE baik ANAE ataupun ANBE.
Dengan pewarnaan fosfatase asam (Fas) monoblas bereaksi positif difus.
Dengan PAS monoblas bereaksi negatif atau positif difus yang disertai PAS
positif berbentuk granula 11alﬁs sampai kasar atau kadang-kadang berbentuk

balok. Pada M5 skor NAP biasanya normal atau meningkat.

Gambaran sitokimia pada Eritroleukemi ( M)

Pewarnaan SBB dapat dijumpai populasi netrofil yang bereaksi negatif
dengan MPO juga demikian. PAS eritroblas menunjukkan reaksi positif difus

atau ,bempi granula halus, kadang-kadang disertai PAS positif berbentuk -
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granula kasar atau balok. Menurut Hayhoe dkk reaksi positif yang berbentuk

grani]la kasar atau balok Biasémya dijumpai pada eritroblas awal, sedangkan
positif PAS ldifus dijumpai pada eritroblas akhir atau eritrosit. PAS positif
tidak patognomonik untuk M6 karena akan memberi reaksi serupa pada |
MDS, anemi defisiensi besi, anemi hemolitik berat, talasemia mayor dan
pada megﬁloblastik. Eritroblas M6 béreaksi positif dengan Fas dan NSE.

Reaksi positif Fas berlokasi pada daerah Golgi.‘ :

Gambaran sitokimia pada leukemi megakariositik akut ( M7)

Megak.ari.oblas bereaksi negatif dengan SBB, MPO, dan CLE. Dengan PAS
bereaksi positif berbentuk granula dengan latar belakang merah difus. |

. Granula posit.if PAS sering teriihat pada pinggir sitoplasma terutama pada
tonjolan ("cytoplasmic bleb"). Dengan NSE bereaksx positif dan bersifat

flor 1d sensitif. ANAE membeukan reaksi positif yang bervariasi, dapat
lemah sampai kuat. Sedangkan ANBE memberikan regksi negatif atau -
positif lemal. Dari reaksi NSE, M7 dapat dibedakan déngan seri monositik -
yang memberikan reaksi kuat i)aik ANAE maupun ANBE. AKan tetapi perfu
diingat bila ée.rilmegakariositik, megakariosit yang sangat ,hﬁatur, PAS dan
NSE Juga bereaksi negalif, Untuk catatan MPO hanya positif pada MPO

permukaan tetapi bila dilakukan pemeriksaan ultra struktur menggunakan



mikroskop elektron menunjukkan megakarioblas yang menyerupai

limfoblas, berbentuk kecil, rasio inti sitoplasma tinggi. Sel yang lebih

matang kelihatan lebih besar dan mempunyai granula alpa, "bull's cye

granules” atau "demarcation membran”. Dengan pewarnaan sitokimia

ultastruktur megakarioblas menunjukkan aktifitas ensim peroksidase MPO)

yang terletak pada retikulum endoplasmik dan rongga perinukleus.

1991 FAB menetapkan bila >3 % blas positif dengan SBB atau MPO maka

diagnosis LNLA dapat ditegakkan. Akan tetapi bila blas bereaksi negatif

atau positif <3% terhadap SBB adan atau MPO, dapat pula masuk dalam

. . . . . o (Wiraws - : Sehubudi & 1
kiasifikasi LNL A pada keadaan di bawah ini ‘"' & Kosasih &, Setiabudi R, 1993) .

1.

2.

Lekemi miclositik akut dengan diferensiasi minimal
Lekemi monositik dengan maturasi minimal (M3a)

Lekemi akut dengan petandél gritroid imatur pa}da sel blasnya (M6

dengan maturasi minimal)

Lekemi megakariositik akut (M7)

Lekemik basofilik akut atau lekemi sel Mast tanpa maturasi.

2.6 Imunositokimia

”Cell markers

» {Catosky D, 1995)

Sel dapat diidentifikasi tidak hanya secara morfologis dan pengecatan
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sitoki.mia tetapi juga oleh terdapatnya reseptor dan antigen yang
karakteristik pada membran sel. S.eperti molekul immunoglobulin pada
membran (Smlg) dan atau sttoplasma (CvIg) dan oleh ensiﬁl dalam inti
seperti Terminal Deoxynucleotidyl Traﬁsferase (T_dT)

Terminal deoxynucleotidyl Transferase ( TdT) (Cetesky D, 1995)

DNA polimerase ini dapat ditunjukkan dengan metoda biokimia dan test
imunofluorescence. Keduanya memberikan hasil yang sama 'baik. Tes
alkaline phosphatase anti alkaline phosphatase (APAAP) lebih disukai
karena kesederhanaannya dan kesensitifannya. TAT positif pada harapir
semua LLA k'ecuali‘LLA — B vang jarang, Perlu dicatat bahwa 15 — 30%
kasus LNLA, ferutama bentuk-bentuk hnafur, akan memperlihatkan
* aktifitas TdT. AKtifitas TdT akan telifat pada LLA yang bifenotipik,
30-50% kasus LNLA M1 (peroksidase positif) dan MO (peroksidase
negatif) karena TdT aktifitasnya 1erdapat pada mieloblas.
Tiga situasi dimana TdT mémbeu'kan informasi berharga :

I. Pada CML dengan blas krisis; TdT hampir sclalu positif  pada
transformasi blas tipe limfoblastik (20% kasus) |

2. Pada limfomé limfoblastik T, merupakan satu-satunya Limfoma Non

Hodgkin dengan aktifitas TdT positif,
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3. Pada proliferasi sel T matur (bentuk kronik) dimana aktifitas TdT selalu

absen, berbeda dengan bentuk proliferasi sel T imatur (LLLA - T, LLA —
pre T dan limfoma limfoblastik T) dimana aktifitas TdT positif.
METODA APAAP (}Iason DY, Erber WN, 1991) .

APAAP “imunoalkaline phosphatase 1a1icling” terdiri dari 3 lapisan

' reagen seperti tertera pada gambar dibawah ini : Complexes APAAP

e @ ‘ Fosfatase alkali usus sapi

Anti bodi monoklonal
Anti fosfatase alkali tikus

Anti Ig tikus

Antibodi monoklbrial
Primer tikus

AN

: Gambar 2 :Skematik diagram APAAP ( Sumber: Mason DY,Erber WN,
1991 :
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1,2,3siklus inkubasi

Gambar 3 : Prosedur inkubasi ( Sumber : Mason DY, Erber WN, 1991)

Pengulangan dari “bridging” anti mouse Ig dan tahap-tahap prosedur

APAAP meningkatkan secara bermakna ikatan alkali fosfatase dar akhirnya

., . . D
meningkatkan intensitas, (Mason DY.Erber WN, 1991 )



'Keuntungan praktis metoda APAAP :
1. Dapat digunakan untuk mikroskop cahaya.
2. Visualisasi antigen intraseluler

3. Penyimpanan sediaan sebelum di cat

4. Kwalitas pengecatan bertahan untuk waktu lama

5. Deteksi sel yang jarang

6. Cocok untuk sample vang sedikit

47
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PROSEDUR DIAGNOSTIK PENDERITA LEUKEMIA AKUT

Gejala
Klinis _
Tahap awal :
Giemsa dan SBB
Pemeriksaan = -
darah rtin BH}GTI saan
sediaan hapus
darah tepi &
sumsum tulang
Tahap lanjut :
Curi MPO
uriga
leukemia akut CLE
BUE
TdT
Pemeriksaan

petanda imunologik

Penderita dengan gejala klinis leukemia akut diperiksa darah rutin
‘setelah  sesuai penderita dinyatakan curiga leukemia akut , lalu dilékukan
pemeriksaan sediaan hapus darah tepi & sumsum tulang, sebagai tahap awal
dilakukan‘ pengecatan Giemsa & SBB yang umum dilakukan di Bagian Patologi
Klinik FK UNDIP / RSUP Dr Kariadi kemudian dilakukan pemeriksaan tahap lanjut

dengan sitokimia dan imunositokimia.
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PENDEKATAN DIAGNOSTIK
Leukemi Akut

TdT CLEa b BUE
© @ : SO At) A%ﬂ
M7 ‘ Kecuali f ALL : 7
Acute Undifferentiated B(® B (%) B
leukemia (AUL) . M1 M3a M4
) ‘M2 M5b
M3
M6

Penderita yang dicurigai leukemia akut seluruhnya di cat MPO , bila hasilnya
positif berarti termasuk ILNLA | pada kelompok ini dilanjutkan pengecatan CLE dan
BUE. Hasil pengecatan MPO yang negatif berarti LLA dilanjutkan pengecatan TdT .

Hasil pengecatan selanjutnya dapat dilihat pada skema diatas.
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STRATEGI PENELITIAN -
Giemsa + SBB. » Dx1 N
Leukemia akut CLE -
(D pDx2 J -
BUE
0

) %’I‘dT#)ﬁ J

Diégnosis 1 ‘dibandingkan dengan diagnosis 2.
]jiégﬂ'oﬁié 1 dib_andingkafl dengan diagnosis 3'. |
| Kemuciian dicari sejauh mana kesesuaian konfirmasi diagnosis
morfologisnya.
| Penderita dengan kecurigaan leukemia akut dilﬁkukan peﬁge’éatan '
sediaan hapus darah tepi dan sumsum tulang éiexﬁsa cian SBB dievaluasi hasil |
diagﬁosié morfolog;isnya ; Juga pada penderita yang sama di lakukan pengecatan
. ‘sedi‘aan lh‘ap'us darah tepi-dan sumsum tulang MPO bila iJositif dila_njutkan CLE
dan BUE, bila negatif dilanjutkan TdT masing masing dievaluéi hasil di_agnosis

morfologisnya.
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BAB III

" METODA PENELITIAN

A Ruang lingkup
- Keilmuan : Ilmu patologi ,Klilni.kvkhususnya hematologi.
Ilmu Penyakit Dalam dan Ilmuy Kesehatan Anak khususnya
Hematologi |
Wilayah dan tempat ;-
Jawa Tengah
Semarang :lRSUP Dr. Kariadi, RS St. Elizabeth, RS Telogorejo.

Waktu:  Maret s/d September 1998

B. Rancangan penelitian
Rancangan yang digunakan pada penelitian ini adalah “ Studi deskriptif

analitik “ dengan pendekatan Belaly Lintang, -

C. Sampel dan Populasi
Sampel penelitian diambil secara « Consecutive sampling © dari penderita
dengan klinis dan pemeriksaan darah rutin dicurigai leukemi akut yang di rawat inap

di RSUP Dr. Kariadi, RS St. Elizabeth, RS. Telogorejo dengan kriteria



- Semua usia
- Pria maupun wanita

Belum mendapat terapi sitostatik unfuk lekems akut

D. Bahan penelitian
- Sediaan darah tepi di cat Giemsa -

- Sediaan hapus sumsum tlang diambil dari aspirasi sumsum tulang

E. Alat atau instrumen untuk pengumpulan data

¢ Data primer

* Data sekunder : mencatat dari CM berupa gejala klinis, umur, jenis

kelamin, Hb, jumlah lekosit dan Jumlah trombosit.

F. Cara pemeriksaan ;

a. Pemeriksaan laboratorium penunjang :
Hb
Jumlah leukosit

Jumlah trombosit
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b. Pengecatan pengecatan sitol{imié

Pengecatan MPO :

Reagents : diambil dari Sigma Diagnostics

DIAMINOBENZIDINE, Catalog No. 391-1 Diaminobenzidine tetrailydrochloride,

25 mg

COPPER NITRATE, Catalog No. 391-2 Copper nitrate, 625 mg

TRIZMA BUFFER CONCENTRATE, Catalog No. 391-3 Trizma Hel buffe'r, 1.0

moli |

GLUTARALDEHYDE SOLUTION, Catalog No. 380-2 Glutaraldehyde, 4%, dan

 buffer borate 67 mmoVL, pH 7.6

HEMATOXYLIN SOLUTION, GILL No. 3 Catalog No. GHS-3 Hematoxylin

(certified), 6 ¢/L, Sodium iodate, 0.6 g/L, alﬁminium sulfate, 52.8 g/L dan zat

penstabil ,

GILL MODIFIEQ EA SOLUTION, Catalog No. 391-5 Fast Green FCE (certified)
0;017% (w/v), Eosin Y (certified), 0.4% (w/v), alcohol, 73% (v/v), Metil alkohol

| absolut, 25% (v/v), asam asetat glasial 2% (v/v), asam fosfotungstat 0.4% (w/v)

- SCOTT’S TAP WATER SUB STITUTE CONCENTRATE, Catalog ﬁo. S 5134

mengandung Mg $0,.7H,0, 200 g/L, Sodium Bicarbonate, 20 g/I. dan pengawet

Persiapan :

- Larutkan 1 vial Copper Nitrate dalam 250 ml. yang terdeionisasi



Larutan kerja TRIZMA (pH 7.6 £ 0.3 ) disiapkan .dengan melarutkan 1 vol

- TRIZMA buffer concentrate dengan 9 vol air terdeinonisasi -

Fiksasi : campur 25 mL acetone reagent grade dengan 75 mL larutan

Glutaraldehyde
Campur 1.vol Scott’s Tap water substitute concentrate dengan 9 vol air
terdeionisasi, ini merupakan larutan kerja

Saring Mematoxyllin Gill No. 3 sebelum digunakan.

Prosedur.

1.

Larutkan isi 1 vial Diaminobenzidine, catalog No. 391 -1 dalam 50 m! cairan
kerja TRIZMA
Segera sebelum menfiksasi preparat, tambahkan .0, 1% 0.5 ml kedalam

larutan pada tahap 1.

Fiksasi sediaan hapus selama 1 menit pada subu 4 — 8 °C dengan

Glutaraldehydc.-acetone

Cuci hati-hati (30 detik) dengan air terdeionisasi.

Inkubasikan selama 45 detik dalam larutan yang disiapkan pada téhap 2.
Cuci hati-hati (30.detik)- dengan air terdeionisasi

Celupkan ke dalam larutan copper nitrate selama 2 menit &engan digoyang
perlahan

Cuei hati-hali (30 detik) pada air terdeionisasi

54
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9. Celupkan dalam larutan Hematoxyllin, Gill No. 3 catalog No. GHS-3 selama 8
detik

10. Cuei 2 kali selama 5 détik dengan digoyang perlahan dalam air terdeionisasi.

11. Celupkan selama 12 detik ﬁalaxn larutan kerja Scott’s Water Subtitute

12. Cuci 2 kali selama .5 detik dalam air terdeionisasi.

13.‘ Celupkan selama 1 menit ke dalam Gill Modified EA, catalog No. 391-5

14, Cuci 2 kali setiap kali 3 detik dalam alkohol 95%.

15. Cuei dengm 2 kali pergantia_n masing—maéing 3 détik dalam 'cthanoll absolute

16. Cuci dengan 3 kali pergantian masing-masing 3 detik dengan xylene

17. Sediaan hapus siap di periksa secara mikrokopik

Pengecatan SBB (Catovsky D, 1995) .

* Fiksasi : Formal dehid 40%

* Larutan pewarna :

(A) Sudan Black B 0.3 gram dalam 100 ml ethanol absolut. Kocok baik-baik
kemudian saring,

(B) Buffer : 16 gram fenol keistal dalam 30 ml ethaono! absolut, campurkan
_selur;zhnya ke dalam 100 mi air yang telah mengandung 0.3 gram “disodium
hydrogen phosphate” (Na,HP,.12H,;0) yang dilalutkaﬁ. Campur baik-baik lalu
saring. Campurkan 30 ml (60ml) larutan A dengan 20 ml (40ml) larutan B lalu

saring. Larutan tersebut dapat disimpan pada 4°C selama 2-3 bulan
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* Cuonterstain : May—Grunwald-Giemsa atau Safranin,

Cara :

Fiksasi sediaan Yang tel'ah'dikermgkan diudara, selama 10 menijt dengan uap
formalin dengan cara membasahi kértas sariﬁg dengan formalin dan letakkan dalam
inkubator pada suhy 37 °C, Cuci hati-hati dengan aixi selama 5 — 10 menit. Masukkan
dalam larutan pewarna mmlmum 30 menit. Lebih lama’ ( misalnya- 1 jam}y akan
menchasﬂkan warna yang lebih kuat

Cuci dengan ethanol 70% dengan tara menggoyang-goyangkan sediaan dalam

‘tabung “Coplin” selama 3-5 menit. Bilas dengan air selama 2 menit,

keringkan,counterstain selama 5 menit dan lapis sediaan.

Pengecatan Napthol AS-D Choroacetate Esterase :
Reagent :

NAPHTHOL AS-D CI-ILOROACETAT Catalog No. 91 -1 Naphthol AS-D

_Chloroacc:tat 8 mg /ml dan penstabil

FAST RED VIOLET LB BASE SOLUTION, Catalog No. 91-2 Fast Red Violet LB

 base, 15 mg/ml dalam 0.4 moVL HCL dengan penstabil

TRIZMAL 6.3 CONCENTRATE, Catalog No. 91-3 TRIZMA maleate, Imol/L
dengan surfactant, PH 6.3 + 0,15 pada suhu 25°C,

SODIUM NITRITE SOLUTION, Catalog NO. 91-4 Sodium nitrite, 0.1 mol/L
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CITRATE SQLUTION, Catalog No. 91-5 Asam sitrat, 18 mmol/L, sodium sitrat, 9

mmol/L, NaCL 12 mmol/L dengan surfactant, pH 3.6 + 0.1 pada suhu 25 °C.

o - NAPHHTHYL ACETATE SOLUTION, Catalog No. 91-6 o- Naphthy! Acetate,

12.5 mg/ml dalam lartutan methanol dengan penstabil. |

FAST BLUE BB BASE SOLUTION, catalog No. 91-7 Fast B,lue BB Base, 15

mg/ml, dalam cairan HCL 0.4 mol/L dengan peﬁstabil. |

TRIZMAL 7.6 CONCENTRATE, Catalog No. 91 — 8 Trizmal Maleate, 1 mol/LL

dengan surfactant pH 7.6 + 0,15 pada suhu‘25 oC,

HEMATOX_YLIN SOLUTION GILL No.3 , Catalog No. GHS-3 Cerified

hematoxyllin, 6.0 g/I, Na iodate, 0.6 g/L. dan alul-ninium sulfat, 52.8 ¢/I. dengan

penstabil SODIUM FLOURIDE SOLUTION, Catalog No. 91-9

Persiapan : |

Hangatkan seluruh reagent pada suhu ruang (18-26 °C) sebelum digunakan.

- Fiksasi : Tambahkan 65 ml acetone dan 8 ml F ormaldehyde 37% dengan 25 ml.
larutan citrate. Masukan dalam botol gelas dan tutup rapat-rapat. Simpan dalam
lemari‘ es (2-8°C), sesuaikan dengan suhu ruangan (23-26 °C) sebelum

digunakan. Stabil sampai 4 miﬂggu bila tertutup rapat dalam lemari es.

Prosedur (dilakukan pada suhu 37 °C) :
1. Hangatkan sejumlah air terdeionisasi sampai mencapai suhu 37 °C, ukur suhunya

sebelum digunakan.
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2. Segera sebelum fiksasi, tambahkan larutan Sodium .m'trit dengan 1 ml Jarutan
Fast red violet LB base dalam tabung reaksi. Campur hati-hati dengan memutar '
dan biarkan selamq 2 menit. Harus dijaga jangan sampai terbentul gelembung,

3. Campurkan larutan dari ;ahap 2 ke dalam 40 mi air terdeiqnisasi vang telah
dihangatkan.

4. Tambahkan 5 mi TRIZMAL 6.3 buffer concentrate.

5. Tambahkan 1 ml larutan Naphthol AS-D Chloroacetate, Larutan harus berubah

- merah, Campur sempurna dan tuang ke dalam Coplin Jar.

. 6. Ses_uaikan‘suhu Citrate Acetone Formaline (CAF) dengan suhw ruang (23-26 ).
Fiksasi sediaan dengaﬁ CAF selama 30 detik. |

7. Cuci sediaan secara menyeluruh pada air terdeionisasi vang mengalir selama 45-
60 detik, lalu masukkan kedalgm cairan dari tahap 5. Jangan sampai sediaan
kering scbelumnya.

8. Inkﬁbas‘ikan selama 15 menit pada suhu 37 ’c, ﬁilindungi dari cahaya.

9. Setelah 15 menit, angkat sédiaan dan cuci dengan air terdeionisasi setidaknya - 2
menit.

10. Counterstain dengan Hematoxylin Gill No. 3 selama 2 menit.

11. Cuci dalam air mengalir dan keringkan di udara. -

12. Siap diperiksa mikroskopik.
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Pengecatan o - NAPTHYL BUTYRATE ESTERASE

Reagent :

o NAPHTHYL BUTYRATE SOLUTION, Catilog No. 180-1 o- Naphthyl
Butyrate, 2,4 gL, dalam metﬁanol dengan pelarut. |
PARAROSANILINE, SOLUTION, Catalog, No. 180-4 pararosaniline, 40 /L. dalam

2 mol /L HCL.

SODIUM NITRITE TABLETS, Catalog No. 180-9 Sodium nitrite, 250 mg setizip |

tabletnya.

PHOSPHATE BUFFER, Catalog No. 180-5 Sodium dan potaséium phosphate.
METHYLENE BLUE SOLUTION, Cﬁtalog Nd. 180-.8 Methyleéne blue, 1.4% (w/v)
dalam 95% ethanol. |

CITRATE SOLUTION, Catalog No. 91;5 Asr-lm sitrat, .18 mmol/L, sodium sitrat, 9

mmol/L, NaClL, 12 mmol/L, dan surfactant pH harus 3.6 + 0.1,

Persiapan :
Hangatkan o- Napthy! Butyrate Solution sampai mencapai suhu 37 bc.
- Cairan sodium nitrite, 4 g/dl, disiapkan dengan mencampur isi 10 tablet dengan

6.26 ml air terdeionisasi, simpan dengan botol tertutup rapat-rapat pada suhu 2-8

°C. Hangatkan sdmpai mencapai suhu ruangan sebelum digunakan, buanglah bila

telah terjadi kekeruhan

L
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Cairan buffer fosfat disiapkan dengan cara melarutkan isi fosfat bufer, catalog
No. 180-5 dalam 500 ml air terdeionisasi. Konsentrasi bufer 0.067 moll., pH
7.7 pada suhu 25 °C simpan dalam lemari es (2-8 °C), buanglah bila teléh terjadi
pertumbuhan mikroba.
Catatan : pertumbuhan mikroba dapat dicegah dengan menyaring melalui
ﬁlte_r 0.22 micron, seperti Catalog. No, F 9643.
Counterstaiﬁ methylene blue disiapkan dengan menambah 5 ml cajran methylene
blﬁe, Catalog No. 180-8 ke dalam 45 ml air terdeionisasi, campur sempurna,
setiap akan digunakan harus dalam keadaan segar.
Fiksasi : Tambahkan 65 mllAcetone dan 8 ml Formaldehvde 37% ke dalam 25
ml Citrate solution, catalog No. 91-5. Simpan dalam lemari es (2-8 ).
Hangatkan sampai mencapai suhu 23-26 °C sebelum digunakan, stabil bila

disimpan tertutup dalam lemari es.

Prosedur :
1. Hangatkan bufer fosfat sampai mencapai 37 %c.
2. Segera sebelum fiksasi, ‘tambahkan 1.5 sodium nitrite tablet solution dengaﬁ 0.5
caﬁan Pararosaniline, Catalog No. 180-4, campur hati-hati dengan membolak-
- balikkan dan biarkan selama 5 menit, kesemuanya lalu ditambah 40 ml fosfat
bufer yang telaﬁ dihangatkan.
3. Tambahkan 5 mi o~ Naphthyl Butyrate, catalog No. 180-1
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4. Campur baik-baik, tnangkan ke dalam Coplin jér. Cairan akan berwama Amber,
| terbentuknya presipitasi menandakan reagent telah terdeteriorasi.

5. TFiksasi sediaan sélama 10 detik dalam Citrate—Acetone. Formaldehyde pada suhu
ruangan (23-26 °C), cuci dalam air. terdeionisasi selama '45 ‘detik. Jangan
biarakén sediaan menjadi_kering.

6. Segera setelah pencucian, lstakkan sediaan kedalam larutan dari t:ahap 4 dan
inkubasikan sclama 1 jam pada 37 °C.

Catatan : bila sediaan tidak dimasukkan Redalam cairan; inkubasi setela_h ﬁksasi,

harus dibiarkan kering diudara paling cepat 45 menit.

7. Setelah 1 jam angkat sediaan dari Coplin jar dan cuci dengan air ledeng
mengalir. Untuk membuang cairan pewarna.

8. Biarkan sediéan kering diudara selama 15 menit.

9. Counterstain 5 menit dengan methylene blue. Cuci dengan air terdeionisasi.

Pengecatan imunositokimia : TdT

Reagent ; |

Anti Bodi:

Terminal Deoxynucleotidyl transferase (TdT) SIGMA T 4278
APAAP SIGMA A-2806

Bridging antibodi : MOUSE IgG M 8642



Buffer :

Tris Buffer saline tablet SIGMA T 5030 : buat cairan buffer dengan menambahkan

isofonic saline sehingga dicapai pH 8.2

Fiksasi :
Buat larutan Acetone dan Methanol dengan perbandinganl 1 : 1 ditambah

Formaldehyde 40% dengan perbandingan Formaldehyde dan cairan’ Acetone-

Methanol = 1:20

Substrate :

Naphthol AS-MX phosphate (SIGMA N 4875) ' | 2 mg
Dimethylformamide | 0.2 ml
Tois buffer 0.1 M, pH82 - | _ ' 9.8 mt
Levamisole (1M) - | 10 ul

Tast Red F 4648 10 mg
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Prosedur ;

1.

3.

* Fiksasi :

Fiksasi sediaan dengan - acetone-methanol-formalin selama 90 detik. Untuk

pengecatan TdT harus selama 15 menit pada suhu 4 °C dengan methanol.

Segera pindahkan kedalam TBS (jangan sampai sediaan- kering pada setiap
langkah setelah fiksasi)

Biarkan selama 1-5 menit.

Pewarnaan :

Setelah fiksasi dan pencucian, ambil sediaan dari TBS dan buang buffer vang

berlebih.

1.

Tambahkan TdT SIGMA T 4278 dan inkubasikan dalam kamar lembab selama
30 menit pada suhu ruangan.
Cuci selama 1-2 menit dalam TBS.

Tambahkan M 8642 (pengeceran 1/25 ) dan inkubasikan dalam kamar lembab

‘selama 30 menit.

Cuci selama 1-2 menit dalam TBS
Tambahkan APAAP complex (pengenceran 1/25) dan inkubasikan (SIGMA A-
2086) selama 30 menit dalam suhu.ruangan.

Cuci selama 1-2 menit dangan TBS.
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Inténsitas pewamaan. dapat ditingkatkan dengan mengulangi _langkah. 3-6, jika
ditakukan pengulaﬁgan maka wakbu inkubasi untuk langkah 3 dan 5 harus
- dikurangi 10 menit.
7. ‘Tafnballkan substrate dan inkubasikan selama 15-20 menit pada suhu ruangan,
8. Cuci dengan TBS dan ketn&dian air fedeng.

9. Cuonterstain dengan hematoxyllin.

G. Prosedur penggmbﬂan dan pengumpulan data :
Data-data dari 3.5.1 diambil dari preparat darah tepi dan sumsum fulang sesegera
mungkin agar tidak terdapat perubahan warna karena faktor penyimpanan.
~Untuk menghindarkan bias data karena subyektifitas pemeriksa maka setiap preparat
dibaca « Dupio” dimana pembaca kedua adalah “ supervisor® penéliti.
Preparat disimpan dan dilapisi agar dapat diperiksa penguii utama.
Sedapat mungkin setia;i preparat mempunyai data foto berwarna, paling tidak foto
untuk tiap kr_jtéria pembacaan. | V
" H. Cara atau teknik analisa data.
Pada penelitian ini melakukan observasi terhadap (Bumbang Surlno, 1991) o oi0 e
pewarnaan sitokimia dén 1 macam pewarnaan imunositokimia tanpa ada perBedaan
_perlakuan terhadap subyek .
Analisa data _sebagéi berikut :
- Deskripsikan didgnosis morfologis sediaan hapus sumsumtulang pada leukemia

akut dengan pengecatan Romzinowsky & SBB
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"Deskripsikaﬁ diagnosis morfologis sedjaan hapus sumsum tulang i)acla leukemia
akut dengan pengecatan kombinasi Romanowsky + sitokimia + imunositokimia.
Dipergunakan tabel 2x2 untuk melihat kesesuaian hasil diagnostik morfoiogik
anlara pengecatan giemsa & SBB terhadap kombinasi giemsa + sitokimia +
imunositokimia . Dicari derajat ke‘sesue-uian ( kappa ) dengan tes Mc Nemar'unruk

dua sampel dependen
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- .BAB IV

HASIL PENELITIAN

Dari hasil penelitian didapatkan 17 penderita lekemi akut dari bagian
Penyakit Dalam RSUP Dr. Kariadi serta bagian Anak RSUP Dr. Kariadi Sub
Bagian Hematologi, dari RS. ST. Elizabeth, RS. Telogorejo dalam kurun waktu

Maret 1997 sampai September 1997.

A, Karakteriétik penderita : |
Set.elah pél}qeriksaan darah rutin didapatkan 5 pendeI;ita curiga ILNLA, 2
peﬁde_rita éuriga CML,dalam.lﬂ'isis blastik daﬁ 10 penderita curiga LLA. )
Berikut ini digambarkan karakteristik umur dan jenis kelamin dan gambaran

pemeriksaan darah rutin dari setiap kelompok.

B. Didapatkaﬁ 3 penderita curiga LNLA. .
1. Umur : fermuda 15 tahun dan paling tua 55 tahun didapatkan mean umur 31
tahun deﬁgan SD ]5 |
Kesan : Banyak terjadi pada usta dewasa.

2. Jenis kelamin : pria : wanita=2 : 3.
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3. Hasil pemeriksaan darah rutin - h
a. didapatkan kadar Hb terendah 2,9 dan kadar Hb tertinggi 10 gr/dl dengan
rerata kadar Hb 6,32 i— 2,5 gr/dl
Kesan : penurunan kadar Hb cukup berat.
b. didapatkan jumlah lekosit terendah 9,7 X 10°L dan terbanyak 405 x
10%/1L dengan rerata jumlah lekosit 127,26 x10%/L + 162 x 107/
Kesan : jumlah lekosit sangat bervariasi mulai dari normal sampai 405
x 10°/L. |
¢. didapatkan jumlah trombosit terendah 13 x 10°/L dan teninggi 90 x 10°/L
Dengar rerata jumlah trombosit 40,8 x 1071 = 30,441 x 10%/L
Kesan : terdapat penurunan jumlah trombosit dari sedang sampai berat.
4. Hasil pemeriksaan Giemsa dan SBB
2 penderita merupakém M4
2 penderita merupakan M3
1 ﬁendcrita merupakan M2
5. Hasil pemeriksaan sitokimia :
a. SBB: 4 penderita dengan hasil positif
1 penderita dengan hasil negatif
b. MPO : 4 Iﬁenderita dengan hasil positif

1 penderita dengan hasil negatif.
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¢. CLE : seluruh penderita tercatat hasil positif.
d, BUE : 3 penderita dengan hasil ﬁositif
2 penderita dengan hasil negatif
e. TdT : tidak satupun positif .
Kesan : | | .
a. Ketiga penderita dtl‘.n.gan MPO SBB, CLE dan BUE positif mempa]%an :
M4, |
b. Satu penderita dengan MPO, SBB, CLE iaositif dan BUE negatif
termasuk LNLA dan bisa M1, M2, M3, atau M6. Mclihatlhasil
pengecatan giemsa termasuk M2.
. C. Sém Penderita dengan hanya CLE positif sedangkan ]ztinnya'n,c':gatif

termasuk AUL (Acut Undifferented Leukemia).

C.Kelompok yang dicurigai CML Dalam Krisis Blastik
| | Penderita dengan iilinis curiga Cm .dalam krisis Blastik : didapatkan 2
penderita dengan : |
1. Umur. : 51 dan 67 tahuﬁ, dengan rerata 59 tahun + 11,31'37
tahun
Kesan pada umur diatas lima puluhan.

2. Jenis kelamin : seluruhnya pria.
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3. Hasil Pemeriksaan darah rutin -
a. Didapatkan kadar Hb 7,9 dan 93 ¢gr/dl dengan rerata 8,6 gr / dl +
0,99 gr/dl.
Kesan : kadar Hb menurun sedang _
b. Didapatkan jumlah lekosit 75,8 x 10°%L dan 2650 ‘< 10%/L dengan
rerata 1362,9 x 10°/L + 1820,234 x 10%L. . |
Kesan : Jumlah lekosit meningkat dan variasinya cukup besar,
c. Didapatkan jumlaﬁ trombosit : 6 x 10°/L dan 53,2 x 10%L dengan
rerata 29,6 x 107/ + 33,375 x 10°/L..
Kesan : Jumlah trombosit menurun sedang sampai berat.
4. Hasil pexﬁeriksaan Sitokimia :
a. SBB,; tidak ada yang positif,
b. MPO ; tidak ada yang positif.
c. CLE':seluruhnya positif.
d. BUE : seluruhnya negatif.
¢. TdT : dua-duanya positif.
Kesan : CML dalam krisis blastik dengan dominasi sel

limfoblast,
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D. Kelempok dicurigai LLA.

Peﬁderita dengan ‘sediaan hapus Giemsa curiga LLA didapatkan 10
penderita dengan
1. Unmr : termuda 2,5 tahun dan tertua 25 tahuh dengan rerata 7,1250 +
6,9973 tahun
Kesan : Terbanyak pada usia muda .
2. Jenis kelamin : perbandingan pfia twanita=1:1.
3. Hasil pemeriksaan darah ratin :
a. Kadar Hb : terendah 2,4 gr/dl dan tertinggi 13,_8 gr/dl dengan rerata
HDb : 7,7 gr/dl + 3,563 gr/dl.
Kesan : kadar Hb bisa didapat normal dan menurun sampat di.b'awah
6 gr/dl
. b. Juﬁllafl, lekosit : terendah 6,3 X ].'09/1 sampai 172 x 10°/L dengan
rerata jumlah lekosit 49,66 x7109/L + 50.866 x 10°/L
Kesan : Jumlah lekosit lbisa normal sampai'meninggi diatas 150 x 1()9./IJ-
¢. Jumlah trombosit terendah 6 x 109/L dan tertinggi 140 x 109/L
dengan rerata jumlah trombosit 53,2 x 109/L + 36,5 x 109/,

Kesan : menurun dari ringan sampai berat.
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4. Hasil pemeriksaan sitokimia -

a. SBB : hanya positif 1 dari 10 penderita (10%).

b. MPO : hanya positif 1 dari 10 penderita (10%)'..

¢. CLE : hanya positif 1 dari 10 penderita (10%).

d. BUE : seluruhnya negatif,

e. TdT : positif pada 9 dari 10 penderita (90%} I negatif (10%) pada
penderita dimana hasil MPO, SBB, CLE dan BUE semuanya positif
Kesan : 9 penderita sesuai ciengan lekemi limfoblastik akut.

1 Penderita dimana hasil MPO, SBB, CLE pﬁsitif dan BUE

negatif termasuk LNLA.



Tabel 6 : GAMBARAN HEMATOLOGI PENDERITA DAN GAMBARAN

SEBELUM ’
PENGECATAN MPO; CLE, BUE, TdT.

SUMSUM TULANG

N | KODE | UMUR | SEX DARAH RUTIN " GAMBARAN SUMSUM TULANG 1
0 SEBELUM PENGECATAN MPO,
CLE, BUE, TdT
Hb | LEKO | TROM JENIS LEUKEMI AKUT DAN
SIT | BOSIT SUBTIPENYA
I 101 25 P 164 ] 7i2 1 28 LNLA M5
2 | 102 15 P 10,0 403 13 LNLA M2
31 103 23 | L 68 128 24 LNLA M4
4 104 55 P | 55| 224 90 LNLA Md
5 105 37 1L T29 9.7 49 AUL M5
6 | 201 51 L [ 93] 78 6 CMLKB LLA
7 | 202 67 L 179 | 265 532 CML KB LLA
8 | 301 6 P [ 78 70 6 LLA 1.2
9 | 302 25 P [ 138 668 100 LLA LI
10 | 303 2,75 P50 63 25 LLA L1
11| 304 13 L, 6 20,9 23 LLA L
1271 305 | 15 L 11331 75 23 LLA Li
137 306 55 | L | 74| 382 140 LLA LI
14 | 307 6 P T68 80 90 LLA L1
15| 308 3 L [ 24| 181 21 LLA L
16 | 309 25 PR 172 40 LLA L2
17 | 310 3 L 9. 16,8 54 LLA Li ]
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BAB YV

DISKUSI / PEMBAHASAN |

Dari hasil pemeriksaan 17 penderita leukemi akut didapat :

- 5 (29,41 % ) dengan sediaan hapus vang di cat konvens.ionalr
mencurigakan kearah LNLA , dengan rerata umur 31 tahun + 15,55 tahun (termuda
15 tahun dan tclfua 55 tahun) dengan 3 orang diantaranya wanita (60%) dan 2 pria
(40%) seluruhnya dengan Hb kurang dari normal, 4 (SO%j dengan lekositosis, 1
(20%) dengan jumlah lekosit dalam batas riormal, seluruhnya disertai trombositopeni
( 100 % ). Pada sediaan hapus vang dicat konvensional 2 dari 4 Inendf;rita tersebut
menunjukkan kriteria M4, sedangkan 1 lainnya memenuhi kriteria M3, ketiga
penderita tersebut hasil pengecatan MPO, CLE dan BUE nya positif, hal mana pada
kerangka teori sesuai dengan MA4. Berarti b_érdasarkan konfirmasi pengecatan
sitokimia penderita dengan cat giemsa dicurigai semula sebageﬁ M35 ternyata
merupakan M4. Satu penderita dengan evaluasi pengecatan konvensional merupakan
M2 setelah di cat MPO, CLE positif dan BUE negatif sehingga sesuai untuk : LNLA
M2, Satu penderita dari 5 penderita tersebut hasil pengecatan konvensional
menunjukkan M5 sedangkan MPO, BUE, negatif hanya CLE vang positif itupun
trace ( + ) dengan bentuk-bentuk inti yang bizarrc dikonfirmasikan sebagai lekemi
akut tidak terdeferensiasi. Keseluruhan 5 penderita hasil -pengecatan TdT nya

negatif.
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Berarti 'ada 3 dari’ 5 ( 60 % ) penderita curigal LNLA yvang setelah secara
konven.;;ional kequiaan pengecatan MPO, CLE, BUE, TdT tidak mengalami
perubahan diagnostik morfologik, sedang 2 dari 57 ( 40 % ) penderita curiga LNLA
setelah dievaluasi MPO, CLE, BUE, TdT mengalami perubahan diagnostik
morfologikk. Berdasarkan analisa dengan tes Mc Nemar untuk dua sampel dependent
_didapat derajat kesesuaian ( Kappa ) : PABAK =0,20 dan BAK 0,20 uﬁtuk Giemsa
- & SBB afau untuk pengecatan MPO, CLE, BUE, TdT PABAK;O,SO dan BAK
=0,80,  berarti pengecatan kl()nvensional kurang baik dalam menentukan subtipe
LNLA atau berarti juga pengecatan MPO,CLE, BUE, TdT sangat baik dalam
menentukaﬁ subtipe LNLA. | |
- 2 penderita (11,76%) ciengan rerata umur 39 tahun (51 dan 67 tahun)
keseluruhannya pfia -dic'lapatkan pada pembacaan pengécatan konvensional sesuai |
CML dalam krisis blastik dengan hasil MPO neg_;ltif serta TdT positif berarli sel-sel
tidak ‘didominasi sel-sel granulopoeitik dan telah mengalami  transformasi
limfoblastik. Kedua j:xendcrita termyata CLE positif walaupun trace, hal ini
menunjukkan masih cukup térdapat kmﬁponen granulopoetik. Karena jumldh sampel
hanya 2 tidak dapat diperiksa derajat kesesuaian ( Kappa ).
- 10 penderita (58,82%) yang didiagnosa LLA secara pengecatan konvensiorigll
~ setelah pengecatan sitokimia & imunositokimia didapa}i 9 penderita (90,00/_(;)
dengan MPO, CLE, BUE negatif, sedangkgn TdT positif, Satu penderita

(10,0%) dengan hasil MPO, CLE, pesitif dan BUE negatif serta TdT negatif
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berarti .sesuai.dengan ILNLA. Dan diobati sebagal Lekemi MieIobIas'tik Akut.
Setelaﬁ dinilai derajat kesesuaian ( kappa ) didapat nilai PABAK 0,80 dan nilai
BAK 0,80 .Berarti pengelcataﬁ konvensional sangﬁt baik menentukan I.LA
terhadap pengecatan MPO, CLE, BUE, TdT.

- Jadi'dari hasil pengecatan’ konvensional clidapat 5 LNLA , 10
LLA dan 2 CML dalam krisis blastik,
- Sedangkan pengecatan MPO,CLE,BUE, TdT didapat' 6 LNLA, 9
LLA dan 2 CML krisis blastik dengan predominan limfoblastik.
Setelah dilakukan tes Mc Nemar untuk dua sampel dependent terhadap hasil
pengecatan kon*;fensional untuk LNLA dan LLA dibandingkan peﬁgecatan _
MPO,CLE, BUE, TdT untuk LNLA dan LL A didapat derajat kesesuaian ( Kappa ) :
PABAK = 0,87 dan BAK = 0,86 berarti pemeriksaan Konvensional sangat baik

menentukan apakah leukemi akut termasuk LNLA ataupun LLA,
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BAB VI

KESIMPULAN DAN SARAN

A. Kesimpulan :

1. Pengecatan MPO,CLE, BUE. TdT dapat ‘diguna.kan untuk menentukan
subtipe LNLA secara akurat, karena sngat baik meﬁentukan su‘bt:ipe
LNLA dibandingkan pengecatan Giemsa & SBB ( PABAK =0,80 dan
BAK = 0,80 ). | | |

‘ 2. Masih terdapat lekemi ékut yvang tidak tez‘defez'ensiasi walaupun
dilakukan pengecatan MPO, CLE, BUE, TdT (1 dari 17 penderita
=58 %)

3. Pengecatan giemsa & SBB kurang baik untuk menentukan subtipe
LNLA ( PABAK=0,20 dan BAK =0,20)

4. Pengecatan giemsa & SBB sangat baik untuk menentukan lekemi akut

termasuk LNLA atau LL.A (PABAK=0,87 -d;m BAK =0,86)

'B. Saran
- Pengacatan Giemsa & SBB saja kini tidak cul;'up perlu disertai pengecatan
kombinasi MPO,CLE,BUE, TdT.
- Pengecatan MPO, CLE, BUE, TdT sebaiknya dilakukan secara rutin untuk

menentukan diagnosis lebih akurat,
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