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ABSTRACT

Background : Platelet has an important role in hemostasis. This role may depends
either on its count or its function. One of the commonly required to evaluate
platelet function is the Platelet Aggregation Tests (nephelometric method), but this
test is quite expensive at present time and has not been done by many clinical
laboratories. Due to this reason, a cheeper platelet function test which requires no
special equipment will be investigated by means of peripheral blood smear.
Objective : This investigation is intended to infroduce another diagnostic value for
aggregation function, ie: peripheral blood smear which is more simple, cheaper and
applicable in remote rural country medical centres (Puskesmas). In this
investigation the sensitivity, specificty, positive and negative predicted value were
analysed.

Material and method : Adrenalin 3 M as an inductor for aggregation is added in
3,8% sodium citrate anticoagulated venous blood. Blood smear being made prior to
and 3 seconds post adrenalin induction. Evaluation of platelet clumps focused at
the medial, lateral and mediolateral areas within zone VI The number of platelet
clumps are compared to the total number of platelets. Velaskar’s formula is used to
obtain the final results. The resuits of 65 samples obtained by blood smear are
compared to that by the nephelometric method. From the points of Receiver
Operator Curve (ROC) show the cut off of hypoaggregation, normoaggregation
and hyperaggregation. After identifying the cut off of hypoaggregation-
normoaggregation and hyperaggregation-normoaggregation, the diagnostic test is
analyzed.

Results : The results show that the bottom limit of normoaggregation is 54 % and
the highest is 70 %. A diagnostic test of platelet aggregation by blood smear
compared to the one by nephelometric method is indicated to determine whether
it’s hypoaggregation or not, has 73.33 % sensitivity, 86.00 % specificity , 61.11 %
positive predicted value and 91.49 % negative predicted valve. While the test used
to determine normoaggregation or not, has 57.89 % sensitivity, 60.42% specificity,
39.29 % positive predicted value and 78.38 % negative predicted value. To
determine hyperaggregation or not, the test has 64.52% sensitvity, 74.25%
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specificity, 69.97 % positive predicted value and 76.27% negative predicted value,
Correlation test of blood smear and nephelometric method has ==0,463; p=0,000
(p<0,01). Paired t test has p=0,357 (p>0,05)

Conclusions : The blood smear for platelet aggregation test can be uged as a

substitution test for the nephelometric method,

Key words: Platelet Aggregation Test, nephelometric, blood smear
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ABSTRAK

Latar belakang : Trombosit mempunyai peran penting pada pembentukan sumbat
hemostasis. Penilaian trombosit meliputi jumlah dan fungsi. Metoda untuk
pemeriksaan fungsi agregasi trombosit yang banyak dilakukan saat ini adalah TAT
metoda nefelometrik, namun tidak semua laboratorium dapat mengerjakannya.
Untuk mengatasi hal tersebut dilakukan percobaan pemeriksaan sediaan apus darah
tepi untuk menilai fingsi agregasi trombosit yang dapat dikerjakan di semua
laboratorium, tidak memerlukan alat khusus dan murah, |

Tujuan : mengetahui kesesuaian hasil dan nilai diagnostik pemeriksaan sedizan
apus darah tepi dibandingkan TAT metoda nefelometrik yang meliputi sensitivitas,
spesifisitas, nilai ramal positip dan nilai ramal negatip.

Bahan dan metoda : Dilakukan pemeriksaan sediaan apus darah tepi dan TAT

metoda nefelometrik dari 65 subyek yang ada. Antikoagulan yang digunakan
Natrium citrate 3,8 %. Sediaan apus dibuat sebelum dan setelah 3 menit pemberian
induktor adrenalin 3uM  Penilaian fungsi agregasi frombosit berdasarkan
pembacaan pada zone VI daerah medial, lateral dan mediolateral. Dihitung
banyaknya trombosit yang berkelompok dibandingkan total trombosit, Hasil yang
didapat dimasukkan ke rumus Velasksr. Hasil pemeriksaan sedizan apus
dibandingkan dengan hasil TAT metoda nefelometrik dan dicari batas
hipoagregasi, normoagregasi dan hiperagregasi dengan bantuan titik-titik kurva
ROC. Dari hasil yang didapat dilakukan nji korelasi, uji beda t berpasangan dan uji
diagnostik antara pemeriksaan sediaan apus darah tept dan TAT metoda
nefelometrik. 3 |

Hasil penelitian : Didapatkan hasil batas bawah normoagregasi 54% dan batas atas
normoagregasi 70%. Pada uji korelasi antara pembaca I dan TAT metoda
nefelometrik didapatkan r=0,463; p=0,000 (p<0,01) dan pada uji beda t
berpasangan didapatkan p=0,357 (p>0,05). Uji diagnostik pemeriksaan sediaan
apus darah tepi dibandingkan TAT metoda nefelometrik untuk menentukan
hipoagregasi atan tidak mempunyai sensitivitas 73,33%, spesifisitas 86,00%, nilai
ramal positip 61,11% dan nilai ramal negatip 91,49%. Sedang untuk menentukan
normoagregasi afan tidak mempunyai sensitivitas 57,89%, spesifisitas 60,42%,
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nilai ramal positip 39,29% dan nilai ramal negatip 78,38%. Untuk menentukan
hiperagregasi atau tidak mempunyai sensitivitas 64,52%, spesifisitas 74,29%, nilai
ramal positip 68,97% dan nilai ramal negatip 70,27%.

Kesimpulan : Metoda sediaan apus darah tepi dapat dipakai untuk menilai fingsi
agregasi trombosit seperti halnya TAT metoda nefelometrik.

Kata kunci : tes agregasi trombosit, nefelometrik, sediaan apus.
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BAB 1

PENDAHULUAN

1.1. LATAR BELAKANG

Trombosit adalsh sel darah tak berinti berasal dari gitoplasma
megakariosit. Sel ini memegang persnan penting pada hemostasis dengan
pembentukan sumbat hemostatik untuk menutup luka. Sumbat hemostatik dibentuk

melalui tehapan adhesi trombosit, reaksi pelepasan dan sgregasi trombosit

(L2.34,5).
Kelainan trombogit baik dari segi kualitas manpun kuantitas akan

menimbulkan gangguan baik perdarahan maupun trombosis, oleh karena itu
selain jumlah, penilaian fingsi trombosit juga pénting (3,4,5,6,7,8.9,10). Emgsi
trombosit yang sering diperiksa adalah fingsi agregasi (23.7,89,11,12,13,14).

Sampai saat ini metoda yang banyak dipakai untuk mengetahui fingsi
agregasi trombosit adalah tes agregasi trombosit (TAT) metoda nefelometrik
(%:11,13,15,16,17,18,19,20). Pada pemerikeaan ini agregasi trombosit akan terlihat
dalam bentuk kurva berdasarkan fransmisi cshaya yang meningkat. Metoda
pemeriksagn ini bélum dapat dikerjakan oleh setiap laboratorium karena
memeriukan alat khusus dan induktor ADP 5 puM yang relatif mahal.

Sediaan apus darah tepi adalah pemeriksaan yang dapat dikerjakan
oleh setiap laboratorium, mudsh dan murah, Pada sediaan apus terlihat
kelompok—kelompoﬁ frombosit yang berada terutama di pinggir dan ujung
sediaan (21) seperti halnya sel besar . Hal ini menggambarkan keadaan trombosit

yang ada. Keadaan dimana kelompok frombosit besar dan banyak
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menggmnbmkm keadaan kecendenmgan agregasi lebih tinggi daripada
gambaran kelompok trombosit yang kecil dan sedikit. Pemeriksaan sediaan
apus darah tepi untuk menilai fingsi agregasi trombosit (untuk selanjutnya
disebut pemeriksaan sediaan apus darsh tepi) menilai persentase trombosit yang
" berkelompok dibandingkan total pada waktu sebelum dan sesudah 3 menit
pemberian induktor. Metoda ini diharapkan dapat dipakai sebagai metoda Iain
untuk menilai fungsi agregasi trombosit yang dapat dikerjakan di setiap
laboratorium terutama laboratorium menengah, kecil atau Puskesmas dan murah
(19. Metoda ini juga diharapkan dapat dipergunaken sebagai pemeriksaan
skrining sebelum ﬁelalmkan TAT metoda nefelometrik.

Pemeriksaan sediaan apus darah tepi menggunakan induktor adrenalin
1 mg/ml (adrenalin 3 uM) (15) . Adrenalin 3 UM mempunyai sifat sebagai
induktor lemah seperti ADP 5 pM (13) , tersedia di semma pelayanan pengobatan

sampai tingkat puskesmas dan murah.

1.2. PERUMUSAN MASALAH

Berdasarkan latar belakang di atas, timbul masalah yang diajukan
pada penelitian ini : sejauh manakah pemeriksaan sediaan apus darah tepi dapat
menilai fingsi agregasi frombosit bila dibandingkan dengan TAT metoda

nefelometrik, bagaimana kesesuaian hasil pemeriksaannya




1.3. TUJUAN PENELITIAN
1.3.1. Tojuan Umum :
Untuk mengetahui kesesuaian hasil dan nilai diagnostik pemeriksaan
sediaan apus darah tepi dibandingkan TAT metoda nefelometrik.
1.3.2. Tujuan Khusus : |
1.3.2.1. Unfuk mendiskripsikan hasil pemeriksaan sediaan apus darah tepi dalam
menilai fungsi agregasi trombosit
1.3.2.2. Untuk mendiskripsikan hasil TAT metoda nefelometrik
1.3.2.3. Untuk mengetahui kesesuaian antara hasil pemeriksaan sediaan apus darah
tepi dengan hasil TAT metoda nefeiomel:rik‘
1.3.24. Untuk mengetalni nilai sensitivitas, spesifisitas, nilai rama! positip den
nilai ramal negatip pemeriksaan sediaan apus darah tepi dibandingkan TAT

metoda nefelometrik

1.4. MANFAAT PENELITIAN

1.4.1. Memperkenalkan pemeriksaan sediaan apus darah tepi untuk menilai fungsi
agregasi trombosit schingga diharapkan dapat menjadi cara lain untuk
mengetahui fingsi agregasi trombosit yang mudah, mursh dan dapat
dikerjokan di setiap laboratorium terutama laboratorium menengah, kecil atau
Puskesmas yang tidak tersedia sarana TAT metoda nefelometrik

1.4.2. Pemeriksaan sediaan apus darah tepi diharapkan dapat juga dipergunakan

gebagai pemerikeaan skrining sebelum melalukan TAT metoda nefelometrik.




BAB I

TINJAUAN PUSTAKA

2.1. TROMBOSIT
2.1.1. ASAL TROMBOSIT

Trombosit dihasitkan di dalam sumsum fulang dengan cara
melepaskan diri (fragmentasi) dari perifer sitoplasma sel induknya
(megakariosit) melalni rangsangan trombopoetin. Megakariosit berasal dari
megakarioblas yang timbul dari proses diferensiasi sel asal hemapoetik.
Precursor mieloid paling awal yang membentuk megakariosit diberi istilah
CFUgemm (CFU = Colony Formig Unit in culture medium). Progenitor yang

- lebih matang dan khusus megakariosit dinamakan CFU,,,.

Megakariosit matang, dengan proses replikasi endomitotik inti secara
sinkron, volume sitoplasmanya bertambah besar pada waktu jumlah inti
bertambah dua kali lipat. Biasanya pada keadaan 8 ini, replikasi inti lebih
lanjut dan pertumbuhan sel berhenti, sitoplasma menjadi granular dan
selanjutnya trombosit dibebaskan. Setia;i megakariosit menghasilkan sekitar
4000 trombosit. Pada manusia interval waktu dari diferensiasi sel asal
sampai dihasilkan trombosit kurang lebih 10 hari. Umur trombosit normal 7 ~
10 hari, diameter frombosit rata-fata 1-2 ym dan volume sel rerata 5,8 1l
Hitung trombosit normal sekitar 2,5X10°/ ml (batas 1,5 - 4 x 10/ ml)

(1,23,4).




2.1.2. MORFOLOGI TROMBOSIT

Dﬁlam keadaan inaktif, trombosit bentuknya seperti cakram bikonveks
dengan diameter 2 — 4 um.dan volume 7 — 8 fl. Dengan mikroskop elektron,
trombosit dapat dibagi menjadi 4 zone dengan masing-masing zone
mempiunyai fungsi khusus. Keeinpat zone adalah zona perifer yang berguna
untuk adhesi dan agregasi, zone sol-gel memmjang struktur dan mekanisme
kontraksi, zore organel yang berperan dalam pengeluaran isi trombosit serta
zone membran yang merupakan jalan keluar dari isi granla saat pelepasan.

Zona perifer terdiri atas 3 bagian yaitu selubung eksternal
(glikokaliks), unit membran dan daerah submembran. Selubung eksternal
lebih tebal dan padat dari sel lain dan banyak mengandung glikoprotein (GP)
yang beberapa diantaranya berfingsi sebagai reseptor antara lain GP I dan
GP V sebagai regeptor trombin, GP Ib merupakan reseptor untuk faktor von
Willebrand, dan GP Iib dan TMa untuk reseptor fibrinogen (22,23,24,25). Unit
membran terdiri atas 2 lapis fosfolipid dengan komponen protein
transmembran. Molekul fosfolipid tersusun asimetri dan dapat mengalami
translokasi dari sisi yang satu ke sisi lain Fosfolipid ini berperan dalam
proses pembekuan darsh. Fosfolipid ini dipengaruhi lipid plasma dan diet
segeorang. Unit membran juga mengandung enzim yang bekerja pada
metabolisme ¢cAMP. Daerah sub membran adalah ruang antara unit membran
dengan mikrotubulus, mengandung filamen sub membran, yang befﬁmgsi
menjaga bentuk trombosit, pembentukan pseudopodi dan retraksi bekuan.

Zona sol gel adalah matriks kental di dalam trombosit, terdiri atas

protein yang dapat dibentuk menjadi fibrous element yaitu mikrotubulus dan

—
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mikrofilamen. Mikrofilamen memegang peranan penting dalam mekanisme
kontraktil trombosit. Mikrotubulus membentuk lingkaran pada ekuator dan
menjaga bentuk cakram trombosit.

Zona organel berisi berbagai organel yang tersebar secara acak pada
trombosit yang tidak aktlf tetapi askan terkumpul di tengah jika
trombosit menjadi aktif Daerah ini melakukan fingsi respirasi, ekskresi
juga  produksi, menyimpin dan melepaskan enersi. Granula padat
mengandung antara lain kalsinm, ADP, ATP dan serotonin yang akan
dikeluarkan saat reaksi pelepasan. Organel lain adalah gramila alfa

mitokondria, lisosom, dan glikogen. Granula alfa berisi faktor trombosit 4,

[ tromboglobulin, PDGF, fibrinogen, faktor V, dan fakior vonWillebrand

(26,27).

DTS - Dense Tubilar System

oG - aGranule

G - Glycogen Granules

Ly - Primary Lysosome

Mi - Mitochondria

MT - Microtubnle

P - Peroxisome

s - Surface Glycoprotein Layer
VDG - Very Dense Granule

SCS - Surface Connecting System
v - Vesicle

Gambar 1. Gambaran skematis potongan melintang dan sagital trombosit

(Firkin 1934)



Zona membran terdiri atas surface conecting system (SCS) dan
dense tubular system (DTS). SCS merupakan invaginasi membran yang
berkelok-kelok ke bagian dalam  trombosit “sehingga  memperluas
permukaan frombosit dan - memudahkan masuknya bahan dari plasma.
Selain itu saluran ini juga merupakan jalan keluar bahan yang disekresi
dari granula. DTS berasal dari smootﬁ endoplasmic  reticulum dan
merupakan tempat penyimpanan kalsium juga tempat metabolisme

prostaglandin (1,2,34,5,6,7.

2.1.3. FUNGSI TROMBOSIT
Trombosit berperan dalam pembentukan sumbatan mekanis selama
respon hemostatik normal terhadap luka vaskular. Hal ini terjadi karena

fungsi trombosit: adhesi, pelepasan, agregasi, sktivitas prokoagulan, dan fusi.

2.1.3.1. ADHESI TROMBOSIT

Bila ada perlukaan pembuluh darah, trombosit akan melekatkan
diri pada jaringan ikat subendotelia! yang terbuka Proses melekatnya
trombosit pada suatu permukasn yang bukan sesamanya disebut sebagai
fungsi adhesi trombosit (3).

Fungsi adhesi tergantung pada glikoprotein membran permukaan
trombosit dan faktor VIII: vWF bersama dengan faktor VIIIR: Ag (antigen
yang berhubungan dengan faktor VHI) yang merupakan fraksi utama molekul

faktor VIII (27)
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Gambar 2. Faktor VIII : vWF dan faktor VIOR: Ag pada adhesi trombosit
(Hoffbrand 1587)

Faktor VIII merupakan molekul besar yang muitimetrik yang
terdiri dari bagian von Willebrand (VILvWF} dan bagian koagulan
(VII:C) seperti terlihat pada gambar 3. Kedua bagian tersebut mempunyai

perbedaan yang dijelaskan pada tabel 1.
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bagian von Willebrand (VIIl:vWF) bagian koagulan (VII:C)

Gambar 3. Molekul faktor VIII (VEI:vWF) yang terdiri banyak subunit yaitu:
VHIR:Ag dan VII:vWF gerta unit koagulan kecil yang disebut VIII:C (obe 1992)




Kolagen dan trombin mengaktifkan sintesis prostaglandin
trombosit yang mengarah ke pembentukan zat labil, tromboksan A2 yang
merendahkan kadar cAMP trombosit dan mengawali reaksi pelepasan. Zat
ini tidak hanya memperkuat agregasi trombosit tetapi juga memiliki
aktivitas vasokonstriksi kuat. Reaksi pelepasan dihambat oleh zat yang
meningkatkan kadar cAMP trombosit antara lain prostasiklin yang disintesis
oleh sel endotel pembuluh darah.

2.1.3.3. AGREGASI TROMBOSIT

Trombosit mempunyai daya kohesi sat dengan lainnya karena
pengaruh adanya ADP dan tromboksan A2. Daya kohesi ini disebut fungsi
agregasi frombosit (13). Adanya pelepasan ADP dan tromboksan A2
menyebabkan trombosit yang ada beragregasi pada tempat luka pembuluh
darah. ADP menyebabkan trombosit membengkak dan mempermudah
membran trombosit yang berdekatan saling melekat satu sama lain.

Setelah terjadi reaksi pelepasan tambahan ADP dan tromboksan
A2 akan menyebabkan terjadinya agregasi trombosit sekunder. Proses ini
berjalan terus mengakibatkan pembentukan massa trombosit yang cukup

besar untuk menyumbat daerah luka endotel (2)

2.1.3.4. AKTIVITAS PROKOAGULAN TROMBOSIT

Trombosit ikut aktif berinteraksi dengan sistem koagulasi
(213,2829). Pada permukasn se_l_nya terdapat tempat-fempat pengikatan
spesifik untuk faktor koagulasi V yang telah mendapat rangsangan yaitu
faktor V aktif (Va), yang kemudian akan mengikat faktor Xa, faktor I, XI, V,
faktor Fitzgerald dan faktog von Willebrand (2). Penulis lain ada yang
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mengatakan bahwa trombosit teraktivasi mélepaskan 5 prokoagulan yaitu
I, 1V, V, VIII dan XTI (28)

'Pembentukan kompleks faktor-faktor koagulasi pada permukasn
trombosit yang teraktivasi ini, akan memperkuat aktivitas prokoagulan
dengan meningkatkan konsentrasi faktor-fakior yang dibutuhkan dalam
proses koagulasi dan dapat melindungi faktor-faktor tersebut terhadap
pengaruh inakiivagi oleh inhibitor-inhibitor protease dalam plasma

Aktivasi trombosit dan pembentukan fibrin juga berpengaruh
terhadap mekanisme pengaturan kekuatan negatif, sepertt sistem fibrinolitik,
protein C dan pembuatan prostagiklin serta AT III. Sistem yang mendukung
kekuatan negatif ini menjadi lebih aktif untuk mempertahankan
keseimbangan antara terbentuknya fibrin dan penghancurannya agar tidak
sampai timbul hal-hal yang patologik seperti ‘trombosis.

Reaksi meningkatkan aktifitas kekuatan negatif di atas sangat
penting, karena kompleks protrombinase ynag dihimpun oleh kelompok
faktor-faktor Xa, Va, Cat++ pada permukaan trombosit yang terangsang ifu
mampu meningkatkan jumlah pembuatan trombin (suatu agregator yang
gangat kuat) yang kadarnya mencapai sebesar 278.000 kali bila

dibandingkan kadar yang dihasitkan oleh Xa sendiri (2).

2.1.3.5. FUSI TROMBOSIT

Konsentrasi tinggi ADP, enzim-enzim yang dibebaskan selama
reaksi pelepasan dan tromboastenin bersama-sama menyebabkan fusi
ireversibel trombosit yang beragregasi pada tempat luka vaskuler. Trombin

juga mendorong fisi trombosit dan pembentukan fibrin memperkuat
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stabilitas sumbatan trombosit yang sedang berkembang. Faktor pertumbuhan
yang dilepaskan dari granula spesifik merangsang sel otot polos pembuluh
darah untuk memperbanyak diri dan ini dapat mempercepat kesembuhan
vaskuler setelah luka (2)

2.2. MEKANISME AGREGASI TROMBOSIT

Agregasi trombosit adalah perlekatan antar sesama frombosit. Dalam
keadaan tidak aldif, trombosit tidak mudsh melekat karena glikoprotein pada
permukaan trombosit mengandung molekul asam sialat yang mengakibatkan
permukaan bermuatan negatif sehingga trombosit saling tolak menolak. Agregasi
trombosit dapat dirangsang oleh berbagai induktor antara lain : ADP, epinefrin,
dan kolagen (2,3,4,11,18,19).

Respons trombosit tergantung dari kekuatan induktor. Mula-mula
induktor berinteraksi dengan reseptor pada membran trombosit. Tiap reseptor
mengontrol sejumlah transmitier yang akan dilepaskan kedalam sitoplasma.
Kemungkinan transmitter tersebut adalah jon Ca Kadar transmitter yang
dikontrol oleh berbagai induktor berbeda tergantumng kekuatan induktor. Respons
trombosit tergantung kadar transmitter yang dilepaskan ke dalam sitoplasma.
Jika diurutkan berdasarkan kadar transmitter dari yang rendah sampai tinggi,
maka th respons trombosit adalsh perubahan bentuk, agregasi trombosit,

pelepasan asam arakhidonat, sekresi dari granula padat dan sekresi dari granula

o, lalu sekresi hidrolase asam (13, 26)
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Gambar 4. Respon trombosit terhadap stimulus (Rehejuningsih 1997)

Berdasarkan kekuatannya, induktor dapat dibedakan atas lemah,
‘sedang dan kuat Yang termasuk induktor lemsh adalah ADP dan adrenalin,
induktor sedang adalah Tromboksan A2 (TxA2) sedang induktor kuat adalah
frombin dan kolagen.

Agregasi yang diinduksi oleh ADP memerlukan kation divalen seperti
Ca atan Mg dan ﬂbrinogen yang berfiungsi sebagai kofaktor. Mula-mula ADP
berikatan dengan reseptor dan m_enginduki perubshan bentuk trombosit dari
cakram menjadi bulat dengan tonjolaﬁ pseudopodi. Kemudian reseptor untuk
fibrinogen {GP IIb dan GP IMa) terbuka dan fibrinogen akan melekat pada
reseptor dan menjadi jembatan antar trombosit (22,232425). Struktur fibrinogen
berupa 2 domain D di lateral dan domain E di sentral (z). Jadi pada tahap awal
terjadinya agregai 2 trombosit melekat pada sepasang domain D dari molekul

fibrinogen yang sama.
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Gambar 5. Tahap awal agregasi dimana 2 trombosit melekat pada sepasang
domain D dart molekul fibrinogen yang sama (Bithell 1993).

Agregasi trombosit yang terjadi bersifat reversibel bila kadar ADP
yang dipakai sebagai indukt(;r kecil. Bila kadar ADP lebih tinggi, maka akan
terjadi pelepasan asam arakhidonat yang selanjutnya akan diubgh menjadi
prostaglandin G2 (PGG2), PGH2 dan TxA2 yang akan menimbulkan sekresi
ADP dari granula sehingga terjadi agregasi yang irreversibel .

Untuk merangsang agregasi, kolagen memerlukan struktur fibriler.
Setelah kolagen melekat pada reseptormya di membran trombosit, terjadi
interaksi antara permukaan trombosit dengan- fibriler kolagen yang akan
memberi signal untuk mobilisasi ion Ca Selanjuhwa akan dilepaskan asam
arakhidonat dan'terbentuk TxA2 yang aksn meranggang seckresi ADP dari

granula dan terjadi agregasi trombosit yang irreversibel.
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Trombin adalah induktor fisiologis yang paling kuat dan mampu untuk
merangsang perubahan bentuk, pelepasan asam arakhidonat, agregasi dan
sekresi dari berbagai granula .
| Jadi agregasi trombosit dapat terjadi melalui 3 jalur yaitu jalur
pertama sekresi ADP dan jalur kedua pembentukan TxA2. Jalur ketiga adalah
agregasi trombosit yang terjadi setelah perangsangan dengan trombin kadar
tinggi walaupun jalur ADP dan mg dihambat. Diduga perantara jalur ini

adalah Platelet Activating Faktor (PAF). PAF dilepaskan oleh basofil yang telah

penting pada peradangan dan reaksi alergi (2,3).

2.3. METODA PEMERIKSAAN AGREGASI TROMBOSIT
Agregasi trombosit dapat diperiksa dengan beberapa metoda.
2.3.1. METODA NEFELOMETRIK. (CARA BORN)

Metoda nefelometrik berdasarkan perubshan transmisi cahaya.
Cara ini merupakan metoda pemeriksaan agregasi trombosit yang paling
sering dipakai. Bahan yang digunakan adalah Plateler Rich Plasma (PRP).
PRP diinkubasi pada suhu 37°C dan diaduk dengan stirrer. Apabila
ditambahkan induktor, maka trombosit aken beragregasi sehingga transmisi
cahaya melalui PRP meningkat. Perubahan transmisi cshaya ini dapat

direkam dan dicetak, dan dinilai berdasarkan puncak dan bentuk kurva yang

terbentuk (4,,13,19,20).
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disensitisasi oleh antigen, karena itu PAF juga merupakan perantara yang




2.3.2. PERHITUNGAN SISA TROMBOSIT BEBAS

Metoda ini memakai darah lengkap maupun PRP sebagai bahan
pemeriksaan. Pringipnya jika ke dalam darah atan PRP vang diinkubasi pada
37°C dan diaduk dengan stirrer ditambahkan induktor, maka trombosit akan
beragregasi schingga trombosit bebas berkurang. Setiap interval wakiu
tertentu, dihitung sisa trombosit bebas dan dihitung persentasinya terhadap
jumlah trombosit sebelum penambshan induktor, Semakin banyak sisa

trombosit bebas berarti trombosit yang beragregasi semakin sedikit (13, 19,30)

2.3.3. CARA WU & HOAK

Cara WU & Hosak menilai ada tidaknya agregasi trombosit in vivo.
Pada cara ini darah pasien dimasukkan ke dalam 2 botol, botol I berisi
EDTA, dan botol I berisi EDTA dan formalin. EDTA bersifat mencegah
terjadinya agregasi trombosit, sedangkan formalin mencegah terlepasnya
trombosit yang telah beragregasi. Dihitung jumlah trombosit dari kedua botol
tersebut. Jika sudah terjadi agregasi trombosit in vivo, jumlah trombosit

bebas dalam botol IT akan lebih rendah daripada botol T (13,15)

2.4. PEMERIKSAAN SEDIAAN APUS DARAH TEPI UNTUK MENILAI

FUNGSI AGREGASI TROMBOSIT

Pemeriksaan sediaan apus darah tepi unfuk menilai fingsi agregasi

frombosit diperkenalkan oleh Velaskar DS dan Chitre pada tahun 1982 (9.
Bahan yang digunékan pada pemeriksaan cara ini adalah whole blood.

Pengambilan darah dilakukan dengan menghindari bendungan/stasis berlebihan

dan kontaminasi jaringan,
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Antikoagnlan yang digunakan adalsh Natrium Citrate 3,8% dengan

perbandinésm darah antikoagulan 9:1. Antikoagulan ini merupakan
antikoagulan terpilih untuk pemeriksaan hemostasis karena disamping mengikat
ion Ca, juga sebagai pengawet untuk faktor I dan VI Dibandingkan Oksalat
faktor V lebih stabil dalam Natrium Citrate. Calsium dan Natrium membentuk
kompleks terlarut dengan cepat, sebaliknya Calcium dan Oksalat membentuk
kompleks yang tidak larut secara lambat. Dengan alasan di atas untuk
pemeriksaan hemostasis digunakan antikoagulan Natrium Citrate bisa dengan
konsentrasi 0.129M (3.8%) atan 0.105M (3.2%) dengan perbandingan 9 bagian
darah dan 1 bagian Natrium Citrate (13, 32,33,34,35).

Pemeriksaan sediaan a;:;us darah tepi untuk menilai agregasi trombosit
menggunakan induktor sebagai pemacu terjadinya agregasi trombosit. Induktor
yang sering dipakai pada tes agregasi trombosit adalah ADP, adrenalin, dan
kolagen (tabel 3) (131819,2031). Bisa juga dipakai Ristocetin sebagai induktor
yang hanya dipergunakan jika ada kecurigaan kearah penyakit von Willebrand

atan sindroma Bernard Soulier.

Tabel 3. Berbagai induktor yang dipakai untuk tes agregasi trombosit (Rahajuningsih 1997)

Induktor | Pelarut stock | Kadar stock | Kadar lamtan kerja | Kadar akhir
ADP Saline 1M 100 M 10 M
‘ 50 pM 5 uM
25 M 2,5 M
10 uM 1 M
Adrenalin | Sodium meta 1M 200 M 20 yM
bisulfit 0,1 % 20 uM 2 M
Kolagen 1 mg/ml 10 pg/ml 1 pg/ml
' 40 pg/ml 4 pg/mt
Ristocctin Salin 20 mg/ml 15 mg/ml 1,5 mg/ml
12 mg/ml 1,2 mg/ml
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Untuk penilaian fingsi agregasi trombosit dihitung banyaknya
trombosit bebas dan trombosit yang beragregasi. Velaskar membaca seluruh
zona dari tepi sediaen apus ke tepi berikutnya, dan dihiting  persentase
trombosit yang beragregasi dibandingkan total trombosit (trombosgit yang
beragregasi dan trombosit bebas) (19). Penilaian agregasi trombosit pada menit

tertentu dihitung berdasarkan rumus di bawah ini (rumus Velaskar) (19)

agregasi dengan koreksi =( persentase aggregasi total - awal } X 100
100 ~ persentase aggregagi awal

persentase B0

Velaskar menggunakan prosedur ini dengan mengikuti dari sebelum
diberi induktor, dan menit ke menit setelah diberi induktor. Agregasi maximal
tercapai mulai menit ke-3. Hal ini terlihat pada grafik 1. Penelitian Velaskar

tersebut mempunyai simpang baku 3,84

Grafik 1. Agregasi trombosit dalam % pada berbagai interval waktu setelah
pemberian induktor adrenalin 3 pM (Velaskar 1982)
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2.5. KERANGKA, TEORI

PEMERIKSAAN TROMBOSIT

/\,

KUANTITAS KUALITAS
HITUNG JUMLAH FUNGSI AGREGASI FUNGST ADHESI
HEMOLISIS PUASA

I

ADP | TRIGLISERIDA
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PEMERIKSAAN FUNGSI AGREGASI TROMBOSIT

PERHITUNGAN |NEFELOMETRIK SEDIAAN APUS WU DAN

SISA TROMBOSIT DARAH TEPI HOAK
BEBAS ,
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2.6. KERANGKA KONSEP

AGREGASI TROMBOSIT

/ (KURVAPADA METODA NEFELOMETRIK)

TROMBOSIT -
+ INDUKTOR KESESUAIAN

\ AGREGASI TROMBOSIT

(KELOMPOK TROMBOSIT PADA
PEMERIKSAAN SEDIAAN APUS DARAH TEPI)

2.7. DEFINISI OPERASIONAL
2.7.1. Variabel bebas -

2.7.1.1. Induktor : adalah bahan yang dapat memacu terjadinya agregasi trombosit,
dalam penelitian ini dipakai" ADP 5 uM untuk TAT metoda nefelometrik
dan adrenalin 3 M untuk pemeriksaan sediasn apus darah tepi.

2.7.2. Variabel tergantung

2.7.2.1. Agregasi frombosit : adalah beberapa trombosit yang membentuk
kelompok-kelompok yang terlihat dalam pembacaan sediaan apus darah
tepi atau secara nefelomefrik dalam bentuk kurva yang disebabkan oleh

transmisi cahaya melalui PRP meningkat.




BAB I

METODOLOGIPENELITIAN

3.1. DISAIN PENELITIAN
Disain penelitian yang digunakan pada penelitian ini adalah uji

diagnostik

3.2. RUANG LINGKUP PENELITIAN

¢ Ruang lingkup bidang ilmu yang diteliti ialah bidang ilmu Patologi Klinik
dengan titik berat pada cabang ilmu Hematologi dalam metode pemeriksaan.

+ Lokasi penelitian ini dilakukan di suatu laboratorium rumah sakit swasta di

Semarang

3.3. POPULASI
Populasi penelitian ini adalah : subyek  yang melakukan
pemeriksaan agregasi trombosit di suatu laboratorium rumah sakit swasta di

Semarang yang memenuhi kriteria inklusif .

3.4. SAMPEL
Pengambilan sampel secara purposif, yaitn semua subyek yang
melakukan TAT metoda nefelometrik tanpa melihat umur, jenis kelamin dan

diagnosis dengan :
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3.4.1. Kriteria Inklusif

3.4.1.1. Subyek puasa 12 jam (kadar trigliserida < 200 mgr/dl dan sampel
tidak keruh)
" 3.4.2. Kriteria Eksklusif
3.4.2.1. Jumlah trombosit < 1,5 X 10° atau> 4 X 10° /ml

3.4.2.2. Terjadi hemolisis

3.5. JUMLAH SAMPEL

Besar sampel dihitung berdasarkan perhitungan besar sampel untuk 2 mean

Dimana « = level significance

1-8 =besar power

5 = gimpang baku

jl-p2 = besarnya perbedaan 2 mean yang ingin dapat dideteksi
Bila diterima tingkat significance (o) = 0,05 dan kemungkinan mendeteksi
perbedaan 85% (power) dan perbedaan mean sebesar 2 atau lebih bermakna
secara klinik, maka besar sampe! dengan perkiraan simpang baku = 3,84
adalah :

Zo=1,96 3= 384

7B =-1,02 pi-p2 =2
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(Zoe-ZB) §

(1,96 +1,02) 3,84

ul-p2 2

Jadi besar sampel penelitian sebanyak 65 .
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3.6. STRATEGI PENELITIAN

Penderita puasa

v

Sampel darah vena

Tabung I Tabung II
Antikoagulan Natrium Citrate Antikoagulan Natrium Citrate
3,8% (1:9) 3,8% (1:9)
gentrifuge sentrifuge sediaan apus 1 induktor
2000 G 5000 G adrenalin
3pM
3 menit 5 menit
w 3 menit
PRP PPP gediaan apus II
induktor
ADP 5pM
v
TAT metoda nefelometrik rumus

v
v

hagil =™ | uji beda | 4

mencari batas
hipoagregasi-normoagregasi-hiperagregasi
pemeriksaan sediaan apus

hipoagregasi .

hipoagregasi

uji diagnostik]

normoagregasi
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3.7. BAKU EMAS

Baku emas pada penelitian ini adalah hasil TAT metoda nefelometrik.

3.8. PEMERIKSAAN FUNGSI AGREGASI TROMBOSIT

3.8.1. METODA NEFELOMETRIK (CARA BORN)

3.8.1.1. REAGEN
ADP reagen, catalog No 885-3 (Aderosine 5’-diphosphate, lyophilized
with buffer salts)

3.8.1.2. PERSIAPAN

Larutan ADP disiapkan dari reagen ADP, catalog No. 885-3, with
1.0 mL deionized water untuk mendapatkan larutan yang mengandung ADP
2X 10™ mol/L. Digoyangkan_agar tercampur. Biarkan vial pada suhu kamar
(18-26°C) selama 15 menit sebelum dipergunakan (13).

3.8.1.3. PENGAMBILAN DAN PENYIMPANAN SAMPEL

Pengambilan dilakukan dengan menghindari bendungan/stasis lama
dan kontaminasi jaringan. Darsh yang didapat dimasukkan ke dalam tabung
yang berisi antikoagulan Natrium Citrate 3,8% dengan ratio perbandingan
darah: antikoagulan 9:1 (18,32,33,34,35).

TAT metoda nefelometrik mengélmakan PRP  (Plasma kaya
trombosit) dan PPP (Plasma miskin trombosit). Untuk menyiapkan PRP
futup tabung dan biarkan puzda suhn kamar 18-26°C, kemudian sampel
antikoagulasi disentrifige pada 2000 G selama 3 menit (36) . Pindahkan
supernatant (PRP) secara hati-hati dengan menggunakan pipet plastik (lihat

gambar 6). Masukkan supernatant tersebut kedalam tabung yang berlabel
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PRP. Untuk menyiapkan PPP sentrifuge ulang sampel darah sisa pada 5000
G selama 5 menit dan suhu kamar 18-26°C. Pindahkan supernatant (PPP)

pada tabung yang sudah berlabe! PPP. Pemeriksaan harus dilaksanakan 30
menit — 4 jam sejok sampel diambil (18,33).

mix with
ani-coagulant

l

[ collect supernatant }

L
.=
sentrifuge %‘-{

2000 @ 3 min =

\
sentrifuge g ‘
5000 Q5 mm """‘ PPP

Gambar 6. Skema pembuatan PRP dan PPP (Diane N 1993)

blood collection |

PRP

G ,1“ i

collect supernatant

3.8.1.4. ALAT DAN BAHAN
3.8.1.4.1. ALAT
+  Agregometer trombosit
4 Chart recorder

3.8.1.4.2. MATERIAL
+ Kuvet dan Teflon magnetic stiring bars

+  Pipet dengan disposable plastic tips 50 pl, 450 pl, 500 pl

¢ Sentrifuge
¢+ Tabung plastic dan tutupnya

¢ Plastis transfer pipets
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3.8.1.4.3. BAHAN
¢ Reagen ADP
4+ Buffer pelamt

3.8.1.5. PROSEDUR PEMERIKSAAN

,
5]

Disiapkan PRP dan PPP

¥,
"y

PRP sebanyak 450 pul dimasukkan ke dalam aggregation cuvet yang
sudah berisi stiring bar, kemudian diinkubasi pada suhu 37°C

selama 3 menit

b,
"

PPP sebanyak 500 pl dimasukkan ke dalam aggregation curve

tanpa stiring bar

-+,
"

Kuvet yang berisi PRP dan PPP diletakkan pada tempat yang tesedia

dan dibuat garis dasar sesuai petunjuk

o+
"y

Induktor ADP diinkubasi pada suhu kamar, kemudian ditambah buffer
pelarut dengan perbandinéan 1:1 untuk mendapatkan ADP 5uM.
Goyangkan agar tercampur dan ditambahkan ke kuvet PRP sebanyak

50 ul

*
"w

Direkam respon agregasi trombosit selama 10 menit

Faktor-faktor teknis yang perlu diperhatikan agar pada tes agregasi trombosit
didapatkan hasil yang sesuai keadaan yang sebenamya adalah (13,37 :
1. Darah diambil dalam keadaan puasa. Kadar trigliserida sangat bervariasi setelah

makan. Untuk menghindari kekeruhan yang terjadi akibat peningkatan kadar
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10.

11.

trigliserid setelah makan maka sam.lz;ei diambil dalam keadaan puasa 12 jam
{17,38).

Darah diambil dengan semprit plastik dan ditampung dalam tabung plastik atau
gelas berlapis silikon. Tujuannya adalah mencegah perlekatan trombosit dengan

permukaan gelas.

. Sentrifugasi dilakukan pada subm kamar bukan 4:°C, karepa suhu dingin akan

menghambat agregasi trombosit.

Setelah digentrifuge, PRP dibiarkan 30 menit pada suhu kamar sebelum tes
dikerjakan, karena sentrifiugasi dapat menyebabkan pelepasan ADP sehingga
mengakibatkan trombogsit refrakter terhadap induktor.

Tabung ditutup untuk menghindari perubahan pH.

Pemeriksaan harus dikerjakan dalam waktu kurang dari 3 jam setelah
pengambilan darah.

Jika jumlah trombosit kurang dari 150 x 10° atau lebih dari 400 x 10° /1 agregasi
trombosit lambat dan lemah.

Kecepatan pengaduk (stirrer) kurang dari 800 rpm atau lebih dari 1200 rpm
memperlambat agregasi. Jika tidak ada strrier, tak ada respons terhadap induktor.
Kuvet yang kotor dapat menimbulkan oscilasi yang irreguler sebelum
peﬁambahar} induktor.

Plasma yang hemolisis tidak dapat dipakai, sebab ADP dari eritrosit akan
mempengarvhi hasil pemeriksaan.

Tiap laboratorium dapat menentukan nilai rujukan sendiri.
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3.8.1.6. INTERPRETASI HASIL
Untuk interpretasi hasil pemeriksaan agregasi trombosit perlu
diperhatikan jenis dan kadar induktor, bentuk kurva, % agregasi maksimal
dan nilai rujukan yang berlaku. |
Agregasi yang terjadi dapat bersifat irreversible, double-wave

atan reversible, seperti yang ditunjukkan pada gambar 7.

Type | Type Il Typell
\\/\
Gembar 7. Kurva agregasi trombosit : tipe I (irreversible aggregation) ;
tipe Il (double-wave aggregation) ; tipe Il (reversible aggregation) (Agnck 1977)

Pada keadaan normal, dengan induktor ADP kadar rendah (1 M)
transmisi cahaya akan meningkat sedikit laln menurun lagi. Agregasi yang
terjadi bersifat reversible artinya trombosit yang sudah melekat lepas lagi
(deagregasi). Dengan kadar ini nilai rujukan titik makeimal kurva yang
ditentukan -adalah 8-21 % dengan alat PACKS-4 (35). Jika dijumpai kurva
agregasi yang irreversible atan agregasi maksimal legih dari nilai rujukan,
dapat dikatakan kemampuan agregasi meningkat (13).

Dengan induktor ADP 2,5uM agregasi trombosit yang terjadi

diikuti reaksi pelepasan ADP. ADP yang disekresi dari granula padat akan
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merangsang agregasi lebih lanjut, sehingga dapat dijumpai kurva bifasik
(double-wave aggregation). Dengan kadar ini nilai rujukan titik maksimat
kurva adalah 25-40 % (33).

| Bila kadar induktor ADP 5 uM, bentuk kurva vang terjadi lebih
bervariasi dengan nilai rujukan titik maksimal kurva 45-65 % (33).

Jika kadar ADP sebagai induktor 10 UM, hanya dijumpai 1
gelombang yang irreversible karena gelombang primer dan sekunder
menjadi satu. Nilai rujukan titik maksimal kurva yang ditentukan untuk ADP
10 uM adalah 78-99 % (33). Jika dijumpai agregasi maksimal kurang dari
nilai rujukan atan dijumpai deagregasi maka dapat dikatakan kemampuan
trombosit untuk beragreasi kurang.

Bila digunakan induktor adrenalin kadar 0,2 P sebagian
besar agregasi yang terjadi bersifat reversible atan mengalami deagregasi.
i)engan adrenalin 2 pM  semua  agregasi  yang terjadi bersifat
irreversible

Induktor kolagen (4 pg/ml) akan menimbulkan Jag phase diikuti
kurva monofasik yang irreversible. Lag phase memmjukkan waktu yang
diperlukan kolagen fibriler untuk berinteraksi dengan trombosit.

Induktor ristocatin dengan kadar 1,2 mg/ml akan menimbulkan

kurva monofasik i rreversible.
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Grafik 2. Kurva agregasi trombosit dengan berbagai macam induktor
(2) ADP dengan disertai perubahan transmisi cahaya pada pemberian ADP 5
pM, (b) adrenalin, (¢} kolagen, (d) ristocetin, (e) ristocetin-tipe I vWD, (f)

ristocetin-tipe b vWD (Bode 1993)
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Selain hal tergebut di atas, dari kurva agregasi trombosit dapat dilakukan
penilaian lebih rinci (39,13) yaitu :
» Slope menunjukan bagian kurva yang paling curam berupa peningkatan mm/30
detik.
= 9% deagregasi yaitun % penurunan fransmisi cahaya dari agregasi maksimal pada
menit ke 10.

= Agregasi spontan yaitu agregasi yang terjadi tanpa penambahan induktor.

3.9.2. CARA SEDIAAN APUS DARAH TEPI
3.9.2.1. ALAT DAN BAHAN

- Vacutainer natrium citrate 3,8%

- Pipet lekosit

- Adrenalin bitatras 3 pM

- Cat Giemsa dan metilalkohol

- Obyek glass

- Mikroskop elekirik

- Counter

3.9.2.2. PROSEDUR PEMERIKSAAN
= Diambil darah vena pada v. Mediana Cubiti menggunakan vacutainer
dengan tabung berisi 0,5 mi nafrium citrate 0,129 M 3,8 % sebanyak 2
tsbung masing- masing untuk pengambilan darah hingga volume

menjadi 5 ml
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Tabung I berisi 5 ml darah dan antikoagulan, dilakukan TAT metoda
nefelometrik
Tabung T berisi 5 ml darah dan antikoagulan, untuk pemeriksaan

sediaan apus darah tepi

Dari tabung I diambil darah 10 pl dengan pipet lekosit dan dibuat

sediaan apus (0 menit),

Pada sisa darzh yang ada ditambahkan adrenalin bitartras 3 pM
dengan perbandingan adrenalin bitartras 3 uM : darah natrium citrate
adalah 1:10, digoyang agar tercampur rata. Ditunggu 3 menit dan
dengan pipet lekosit diambil 10 pl, dibuat sediaan apus (3 menit).
Sediaan apus ditunggu kering dan difiksasi dengan metilalkohol selama
5 menit kemudian dicat Giemsa yang telah diencerkan (1 : 9) selama
20 menit, 1atu bilas dengan air suling dan biarkan kering.

Pemeriksaan sediaan apus darah tepi dilakukan pada perbatasan zone

VI dan ekor daerah lateral, medial dan mediolateral.

Fan & EEEEEEEE T [-rrr==m=== L
I I ML
e LT Ty M
Keterangan: M = medial
ML  =mediolateral
L = lateral

Gambar 8. Daerah baca pemeriksaan sediaan apus darah tepi pada perbatasan zone

VI dan ekor daersh lateral, medial dan mediolateral
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*  Dihitung jumlah trombosit pada masing-masing kumpulan trombosit yang
ada dan jumlah trombosit yang tersebar pada 1 lapangan pandang dengan
pembesaran 400X (lensa okuler 10X dan lensa obyektif 40X)

" Prosentase trombosit yang beragregasi dihitung berdasarkan jumlah
trombosit yang berkelompok dibandingkan jumlah trombosit total
(trombosit berkelompok dan tidak berkelompok). Dihitung dari preparat

hapus I (0 menit) dan preparat hapus IT (3 menit).

Gambar 9. Gambaran trombosit yang berkelompok dan tidak berkelompok pada
preparat hapus darah tepi

*  Hasil pembacaan dimasukkan ke dalam rumus Velaskar

aggregasi dengan koreksi = (_prosentase aggregasi menit ke-3 - menit ke-0) X 100

100 — prosentase aggregasi menit ke-0
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* Pembacazn diulang oleh pembaca kedua tanpa mengetahui hasil

pembacaan gebelumnya

3.10. PENGOLAHAN DATA

Data yang telah terkumpul dilakukan tabulasi dan dianalisis

| menggunakan uji statistik sebagai berikut :

o
o

o

\/
R

L7
ne

Untuk menggambarkan hasil pemeriksaan pembaca pertama, pembaca kedua
dan TAT metoda nefelometrik dianalisis secara deskriptif dengan
menggunakan komputer perangkat lunak SPSS (Statistical Product and
Service Solutions) versi 7,5

Kesesuaian antara hasil pemeriksaan pembaca pertama dan keduna dianalisis
dengan uji korelasi Pearson menghitung koefisien korelasi dan uji beda
dengan tes t berpasangan menggunakan komputer perangkat lunak SPSS versi
7,5

Kesesuaian hasil pemeriksaan sediaan apus darah tepi dan TAT metoda
nefelometrik dianalisis dengan uji korelasi Pearson menghifung koefisien
korelasi dan uji beda dengan tes t berpasangan menggunakan komputer
perangkaf lunak SPSS versi 7,5

Penghitungan sensitivitas dan spesifisitas pada berbagai titik batas antara
hipoagregasi dan tidak hipoagregasi dan batas hiperagregasi dan tidak
hiperagregasi dihitung manual dengan tabel 2 X 2

Batas antara hipoagregasi dan tidak hipoaé‘egasi, serta batas antara

hiperagregasi dan tidak hiperagregasi dicari dengan kurva ROC. Hasil




pemeriksaan pembaca pertama digolongkan hipoagregasi, normoagregasi
dan hiperagregasi berdasarkan batas tersebut.
% Uji diagnostik dilakukan secara manual dengan tabel 2X2, kemudian

dihitung sensitifitas, spesifisitas, nilai ramal positip dan nilai ramal negatip.
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BAB 1V

HASIL DAN PEMBAHASAN

Pemeriksaan sediaan apus darah tepi unﬁ]k menilai fingsi agregasi trombosit
diperkenalkan pertama kali oleh Velaskar DS dan Chitre AP tahun 1982, dimana
sediaan apus darah tepi dibaca sebelum pemberian induktor dan tiap 30 detik hingga
menit ke-8 setelah pemberian adrenalin 1 mg/ml. Hasil yang didapatkan terlihat pada
grafik 1. Kurva yang terbentuk naik setelah pemberian induktor. Pada menit ke-3
kurva mulai mendatar yang menunjukkan terjadi agregasi trombosit maksimal. Atas
dasar itu diambil menit ke-3 sebagai waktu untuk menilai agregasi trombosit sesudah
_pemberian induktor adrenalin 1 mg/ml (3pM).

Untuk mengetahui kesesuaian antara pembacaan menit ke-3 dan pembacaan
menit ke-5 dilakukan penelitian pendahuluan pada 25 sampel, dianalisis dengan uji
korelasi Pearson dan uji beda t berpasangan. Pada uji korelasi Pearson didapat r =
0,458 dan p= 0,021 (p<0,05). Hal ini berarti pembacaan pada menit ke-3 mempunyai
korelasi positip cukup dan bermakna dengan pembacaan menit ke-5. Hasil uji beda t
berpasangan p=0,993 (p>0,05), berartt pembacaan pada menit ke-3 dan pembacaan
pada ﬁenit ke-5 tidak berbeda secara statistik. Berdasarkan hal itn sediaan apus
dargh tepi diperiksa sebelum pemberian induktor (0 menit) dan 3 menit setelah
pemberian induktor adrenalin 3uM.

Daerah baca yang diambil oleh peneliti sebelumya (Velaskar DS dan Chitre
AP 1982) meliputi semua zona (19 sedangkan berdasarkan pengamatan kami
kelompok trombosit cenderung berada di tepi afen ujung sediaan apus. Hal ini sesuai

dengan pendapat Gandasoebrata 1985 (21). Berdasarkan hal tersebut kami mengambil
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daerah baca di tepi dan ujung sediaan apus darah tepi. Dengan melihat bahwa garis
axial membagi sediaan apus menjadi 2 daerah yang simetris maka daersh baca yang
diambil adalah zone perbatasan VI dan ekor di medial, mediolateral dan lateral pada
1 sisi.

Selama bulan April dan Mei 2001 didapatkan 65 subyek penelitian. Semua
subyek dalam keadaan puasa 12 jam pada saat diambil darah. Semma sampel
dilakukan pemeriksaan kadar trigliserida dan jumlah trombosit Hasil tercantum
dalam tabel 15. Tidak ada sampel yang keruh (kadar trigliserida < 200 mg/dl), tidak
ada jumlah trombosit < 1,5 X 10° atan > 4 X 10° / ml. Tidak ada gampel yang
hemolisis. Dari 65 sampel yang ada semuma dilakukan pemeriksaan fingsi agregasi
trombosit dengan pemeriksaan sediaan apus darah tepi dan TAT metoda
nefelometrik.

Hasil pemeriksaan fungsi agregasi trombosit dengan pemeriksaan sediaan
apus darah tepi oleh pembaca I dan pembaca I dan TAT metoda nefelometrik dapat
dapat dilihat pada tabel 15. Pembaca pertama mempunyai rentang pembacaan dari
8% hingga 99%, mean / rata-rata 63,68 % dan SD 20,74. Pembaca kedua mempunyai
rentang pembacaan dari 0% hingga 99%, mean / rata-rata 67,15% dan SD 20,62.
TAT metoda nefelometrik mempunyai rentang pembacaan dari 4,10% hingga
117,50%, mean / rata-rata 66,67 % dan SD 28,02,

Untuk melihat kesesuaian antara pembaca I dan pembaca II dilakukan uji
korelasi Pearson dan uji beda t berpasangan. Pada uji korelasi Pearson didapatkan
hasil koefisien korelaéi r = 0,643 dan p=0,000 {p< 0,01). Hal ini berarti hasil
pemeriksaan sediaan apus darah tepi pembaca I berkorelasi positif kuat dan

bermakna dengan prembacaI[ Pada uji beda t berpasangan didapatkan hasil p=0,113
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{p>0,05). Hal ini berarti hasil pembaca I dan hasil pembaca II tidak berbeda secara
statistik. Sehingga data yang diperoleh dari pembaca I bisa dianalisis lebih lanjut.

Untuk mengetahui kesesuaian antara pemeriksaan sediaan apus darah tepi dan
TAT metoda nefelometrik dilakukan analisis dengan uji korelasi Pearson den uji
beda t berpasangan. Pada uji korelasi Pearson didapatkan koefisien korelasi r=0,463
dengan p=0,000 (p<0,01). Hal ini berarti hasil pemeriksaan sediaan apus darah tepi
mempunyai korelasi positif cukup dan bermakna dengan TAT metoda nefelometrik.

Pada uji beda t berpasangan didapatkan hasil p=0,357 (p>0,05). Hal ini
menunjukkan keduanya tidak berbeda secara statistik, sehingga pemeriksaan sediaan
apus dapat dipakai sebagai cara lain untuk menilai fingsi agregasi trombosit seperti
halnya TAT metoda nefelometrik.

Untuk .mengetahui nilai diagnostik pemeriksuan sediaan apus darah tepi
dilakukan analisis secara bertshap. Mula-mula dicari batas antara hipoagregasi -
normoagregasi - hiperagregasi dengan kurva ROC, Tabel 4 adalah tabel 2X2 untuk
menentukan titik-titk pada kurva ROC dalam mencari batas batas hipoagregasi dan
tidak hipoagregasi. Tabel 5 adalah tabel 2X2 untuk menentukan titik-titik kurva ROC

dalam mencari batas hiperagregasi dan tidak hiperagregasi.
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Tabel 4. Tabel 2X2 dari pemerikeaan sedisan apus darsh tepi dibandingkan
pemeriksaan TAT metoda nefelometrik pada berbagai nilai kemungkinan batas
bawah normoagregasi pemeriksaan sediaan apus darah tepi (a) 45% (b) 52% (c)

53% (d) 54% (e) 56% (f) 57% (g) 58% (h) 62%

a. Tabel 2X2 pada batas bawah normosagregasi 45%

TAT (NEFELOMETRIK) JUMLAH
HIPOAGREGASI | TIDAK HIPOAGREGASI
SEDIAAN | HIPOAGREGASI 9 5 14
APUS TIDAK (3] 45 51
HIPOAGREGASI
JUMILAH 15 50 65
b. Tabel 2X2 pada batas bawsh normoagregasi 52%
TAT (NEFELOMETRIK) JUMLAHE
HIPOAGREGAT | TIDAK HIPOAGREGASI
SEDIAAN | HIPOAGREGAS] 9 6 15
APUS TIDAK 6 44 50
HIPOAGREGAST
JUMLAH 15 50 65
¢. Tabel 2X2 pada batas bawah normoagregasi 53%
TAT NEFELOMETRIK) JUMLAH
HIPOAGREGASI | TIDAK HIPCAGREGASI
SEDIAAN | HIPOAGREGASI 9 7 16
APUS TIDAK 6 43 49
HIPOAGREGASI
JUMLAH 15 50 65
d. Tabel 2X2 pada batag bawah normoagregasi 54%
TAT (NEFELOMETRIK) JUMLAH
HIPOAGREGASI | TIDAK HTIPOAGREGASI
SEDIAAN | HIPOAGREGASL 11 ) 7 18
APUS TIDAK 4 43 47
HIPOAGREGASI
JUMLAH 15 50 65
¢. Tabel 2X2 pada batas bawah normoagregasi 56%
TAT (WEFELOMETRIK) JUMLAH
HIPOAGREGASI | TIDAK HIPOAGREGASI
SEDIAAN HIPOAGREGASI 11 8 19
APUS TIDAK. 4 A2 46
HIPOAGREGASI
JUMLAH 15 50 &5
e
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f Tabel 2X2 pada batas bawah normoagregasi 57%

TAT (NEFELOMETRIK) JUMLAH
HIPOAGREGASI | TIDAK HIPOAGREGASI
SEDIAAN | HIPOAGREGAST 11 9 20
APUS TIDAK 4 41 45
HIPOAGREGASI
JUMLAH 15 50 65
g Tabel 2X2 pada batas bawah normoagrepasi 58%
TAT (NEFELOIVIETR]K} JUMLAH
HIPOAGREGASI | TIDAK HIPOAGREGAST
SEDIAAN | HIPOAGREGASI 11 12 23
APUS TIDAK 4 38 42
HIPOAGREGAST
JUMLAH 135 50 65
h. Tabel 2X2 bila batas bawah normoagregasi 62%
. TAT (NEFELOMETRIK) JUMLAH
HPOAGREGASI TIDAK
HIPOAGREGASI
SEDIAAN | HIPOAGREGASI 11 15 26
APUS TIDAK -4 35 39
HPOAGREGAST
JUMLAH 15 S0 63

Tabel 5. Tabel 2X2 dari pemeriksaan agregasi trombosit dari sediaan apus darah
tepi dibandingkan pemeriksasn TAT secara nefelometrik pada berbagai nilai
kemungkinan batas atas normoagregasi dari pemeriksaan sediaan apus (a) 74% (b)
73% (c) 72% (d) 70% (e) 69% (f) 68% (g) 67% (h) 66%

a Tabel 2X2 pada batas atas normoagregasi 74%

TAT (NEFELOMETRIK) TOMLAH
HIPER AGREGASI TIDAK
HIPERAGREGASI
SEDIAAN | HIPER AGREGASI 14 8 36
APUS TIDAK 17 26 29
HIPERAGREGASI
JUMLAH 31 34 65
b. Tabel 2X2 pada batas atas normoagregasi 73%
TAT (NEFELOMETRIK) JUMLAH
HIPERAGREGASI TIDAK
HIPERAGREGASI
SEDIAAN | HIPER AGREGAST 15 8 23
APUS TIOAK 15 26 42
HIPERAGREGAS]
JUMLAH 31 34 65
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¢. Tabel 2X2 pada batas atas normoagrepasi 72%

42

TAT (NEFELOMETRIK) JUMLAH
HIPERAGREGASI TIDAK
HIPERAGREGASI |
SEDIAAN | HIPER AGREGASI 18 8 23 1
APUS TIDAK 13 26 42 ]‘
HIPERAGREGASI ;[
JUMLAH 31 34 65 !
[
d. Tabel 2X2 pada batas atas normoagregasi 70%
TAT QVEFELOMETRIK) JUMLAH :
HIPERAGREGASI TIDAK
HIPERAGREGASI
SEDIAAN | HIPER AGREGAS] 21 8 29
APUS TIDAK 10 26 36
HIPERAGREGASI
JUMLAH 31 34 65
¢. Tabel 2X2 pada batas atas normoagregasi 69% i
TAT (NEFELOMETRIK) JTUMLAH !
HIPERAGREGAST TIDAK é
HIPERAGREGAS]
SEDIAAN | HIPER AGREGASI 21 8 29
APUS TIDAK 10 26 36
HIPERAGREGASI
JUMLAH 31 34 €5 ?
f Tabel 2X2 pada batas atas normoagregasi 68% '
TAT (NEFELOMETRIK) JUMLAH
HIPERAGREGASI TIDAK
HIPERAGREGASI
SEDIAAN | HIPER AGREGASI 21 8 29
APUS TIDAK 10 26 36 5
HIPERAGREGASI ;
JUMLAH 31 34 &5
g. Tabel 2X2 pada batas atas normoagregasi 67%
TAT (WNEFELOMETRIK) JUMLAH
HIPERAGREGASI TIDAK
HIPERAGREGASI
SEDIAAN | HIPER AGREGASI 22 12 34
APUS TIDAK 9 22 31
HIPERAGREGASI
JUMLAE 31 34 65
h. Tabel 2X2 bila batas atas normoagregasi 60%
TAT (NEFELOMETRIK) JUMLAH
HIPERAGREGASI TIDAK
HIPERAGREGASI
SEDIAAN | HIPER AGREGASI 23 13 36 :
APUS TIDAK 8 21 29
HIPERAGREGASI
JUMLAH 31 34 65
[



Berdasarkan tabel-tabel tersebut dihitung sensitivitas dan spesifisitas
bebera;ﬁa titik yang diduga menjadi batas antara hipoagregasi - normoagregasi -
hiperagregasi yang digambarkan pada tabel 6 untuk mencari batas hipoagregasi dan
bukan hipoagregasi dan tabel 7 untuk mencari batas hiperagregasi dan bukan
hiperagregasi.

Tabel 6. Sensitivitas dan spesifisitas beberapa titik yang mungkin sebagai batas
hipoagregasi dan tidak hipoagregasi

BATAS BAWAH SENSITIVITAS | SPESIFISITAS | 1- SPESIFISITAS
NORMOAGREGASI (%) (%) )
45 60,00 90,00 10,00
52 60,00 88,00 12,00
53 60,00 86,00 14,00
54 13,33 86,00 14,00
56 73,33 84,00 16,00
57 73,33 82,00 18,00
58 73,33 76,00 24,00
62 73,33 70,00 30,00

Tabel 7. Sensitivitas dan spesifisitas beberapa titik yang mungkin sebagai batas
hiperagregasi dan tidak hiperagregasi

BATAS ATAS SENSITIVITAS | SPESIFISITAS | 1 - SPESIFISITAS
NORMOAGREGAST (%) (%) (%)

74 45,16 76,47 23,53

73 48,39 76,47 23,53

72 58,06 76,47 23,53

70 67,74 76,47 23,53

69 67,74 70,59 29,41

8 61,74 64,74 35,29

67 70,97 64,74 35,29

66 74,19 61,77 38,23

Berdasarkan data tabel 6 dibwat kurva ROC untuk menentukan batas antara
hipoagregasi dan tidak hipoagregasi. Berdasarkan tabel 7 dibuat kurva ROC untuk
menentukan batas antara hiperagregasi dan tidak hiperagregasi.
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Grafik 3. Kurva ROC untuk mencari batas hipoagregasi dan normoagregasi.
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Grafik 4. Kurva ROC untuk mencari batas hiperagregasi dan normoagregasi.
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Titik batas diambil dari titik terjanh dari garis diagonal, yaitu titik 54 pada
kuva ROC grafik 3 dan titik 70 juga pada kurva ROC grafik 4. Didapatkan hasil
batas bawah normoagregasi 54% sebagai batas untuk menentukan keadaan
hipogregasi atau tidak dan batas atas normoagregasi 70% sebagai batas untuk
menentukan keadaan hipergregasi atan tidak. Sehingga pada pemeriksaan sediaan
apus darah tepi dikataken hipoagregasi bila didapatkan hasil di bawah 54%,
normoagregasi 54-70 % dan hiperagregasi lebih dari 70%.

Dengan adanya batas tersebut hasil pemeriksasn sediaan apus darah tepi
dapat dikategorikan hipoagregasi, normoagregasi atan hiperagregasi. Uji diagnostik
pemeriksaan sediaan apus darah tepi dilakukan dengan membandingkan hasil
pemeriksaan yang diperoleh yang sudah dikategorikan hipoagregasi, normoagregasi
atan hiperagregasi dengan hasil TAT metoda nefelometrik yang juga dikategorikan
hipoagregasi, normoagregasi atan hiperagregasi seperti yang digambarkan pada tabel
9. Untuk itu dibuat tabel 2X2 antara hasil pemeriksaan sediaan apus darah tepi dan

hasil TAT metoda nefelometrik.

Tabel 8. Tabel 2X2 hasil hipoagregasi dan tidak hipoagregasi pemeriksaan sediaan
apus darah tepi dibandingkan TAT metoda nefelometrik

TAT (NEFELOMETRIK)
HIPOAGREGASL TIDAK
HIPOAGREGASI
SEDIAAN | HIPOAGREGASI 11 7
APUS
DARAH TIDAK 4 43
TEPI HIPOAGREGASI
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Dari tabel 2X2 diatas dilakukan perhitungan sebagai berikut :

Sensitivitas : 11  :73,33% Nilai ramal positip: 11  :61,11%
15 18

Spesifisitas : 43 : 86,00% Nilai ramal negatip : 43 :91,49%
50 47
Pemeriksaan sediaan apus darah tepi untuk menilai fungsi agregasi trombosit
mempunyai sensitivitas : 73,33%, spesifisitas : 86,00%, nilai ramal positip :
61,11%, nilai ramal negatip : 91,49% dibandingkan pemeriksaan TAT metoda

nefelometrik dalam hal menentukan keadaan hipoagregasi atau tidak

Tabel 9. Tabel 2X2 hasil normoagregasi dan tidak normoagregasi pemeriksaan
sediaan apus darah tepi dibandingkan TAT metoda nefelometrik

TAT (NEFELOMEIRIK)
NORMOAGREGASI TIDAK
NORMOAGREGASI
SEDIAAN | NORMOAGREGASI 11 17
APUS
DARAH TIDAK 8 29
TEPI NORMOAGREGASI

Dari tabel 2X2 diatas dilakukan perhitungan sebagai berikut :

Sensitivitas: 11 : 57,89% Nilai ramal positip: 11 : 39,29%
19 28

Spesifisitas: 29 : 60,42% Nilal ramal negatip: 29 : 78,38%
48 37
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Pemeriksaan sediaan apus darah tepi untuk menilai fingsi agregasi trombosit
mempunyai sensitivitas : 57,89%, spesifisitas : 60,42%, nilai ramal positip :
39,25%, nilai ramal negatip : 78,38% dibandingkan TAT metoda nefelometrik dalam

hal menentukan keadaan normoagregasi atan tidak.

Tabel 10. Tabel 2X2 hasil hiperagregasi dan tidak hiperagregasi pemeriksaan
sediaan apus darah tepi dibandingkan TAT metoda nefelometrik

TAT (NEFELOMETRIK)
HIPERAGREGASI TIDAK
HIPERAGREGAS]
JEDIAAN HIPERAGREGASI 20 9
APTUS
DARAH TIDAK 11 26
TEPI HIPERAGREGASI

Dari tabel 2X2 diatas dilakukan perhitungan sebagai berikut :

Sensitivitas : 20 :64,52% Nilai ramal positip: 20 :68,97%
31 29

Spesifisitas : 26 : 74,29% Nilai ramal negatip : 26 :70,27%
35 37
Pemeriksaan sediaan apus darsh tepi untuk menilat fingsi agregasi trombosit
mempunyai sensitivitas . 64,52%, spesifisitas : 74,29%, milai ramal positip :
68,97%, nilai ramal negatip : 70,27% dibandingkan pemeriksaan TAT metoda

nefelometrik dalam hal menentukan keadaan hiperagregasi atan tidak.
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BAB V

KESIMPULAN DAN SARAN

3.1. Kesimpulan

5.1.1.

5.1.2.

5.1.3.

5.1.4.

Hasi! pemeriksaan sediaan apus darsh tepi untuk menilai fungsi agregasi
trombosit mempunyai rentang dari 8% hingga 99%, rata-rata 63,68 % dan SD
20,74

Hasil TAT metoda nefelometrik mempunyai- rentang dari 4,10% hingga
117%, rata-ratanya 66,67% dan SD 28,02

Hasil uji korelasi Pearson mendapatkan koefisien korelasi r=0,463 dengan
p=0,000 (p<0,01). Berarti pemeriksaan sediaan apus darah tepi dan TAT
metoda nefelometrik mempunyai korelasi positif cukup dan bermakna. Pada
uji beda t berpasangan antara pemeriksaan sediaan apus darah tepi dan TAT
metoda nefelometrik didapatkan p=0,357 (p>0,05). Berarti keduanya tidak
berbeda secara statistik.

Uji diagnostik pemeriksaan sediaan apus darah tepi untuk menilai fingsi
agregasi trombosit dibandingkan baku emas TAT metoda nefelometrik
menunjukkan  semsitivitas : 73,33%, spesifisitas : 86,00%, nilai ramal
posii;ip: 61,11%, nilai ramal negatip : 91,49% untuk menentukan keadaan
hipoagregasi atan tidak. Sedangkan untuk menentukan keadaan normoagregasi
atau tidak mempunyai sensitivitas : 57,89%, spesifisitas : 60,42%, nilai
ramal positip : 39,29%, nilai ramal negatip : 78,38% . Untuk menentukan
keadaan hiperagregasi atau tidak sensitivitasnya : 64,52%, spesifisitas :

74,29%, nilai ramal positip : 68,97%, nitai ramal negatip : 70,27%
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5.2. Saran
Pemeriksaan sediasn apus darah tepi dapat dipakai untuk menilai fingsi
agregasi trombosit di laboratorium menengah, kecil atan Puskesmas yang tidak
mempunyai fasilitas TAT metoda nefelometrik atan sebagai pemeriksaan

skrining sebelum melakukan TAT metoda nefelometrik.
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RINGKASAN

Sampai saat ini metoda yang banyak dipakai untuk menilai fingsi agregasi
trombosit adalah TAT metoda nefelometrik Sayangnya tidak semua laboratorium
dapat mengerjakan pemeriksaan ini karena memerlukan alat khusus dan induktor yang
cikup mahal.

Velaskar DS dan Chitre AP memperkenalkan pemeriksaan sediaan apus
darah tepi untuk menilai fungsi agregasi trombosit. Metoda ini dibarapkan dapat
dikerjakan disetiap laboratorium, mudah dan murah.

Diteliti tentang sejauh manakah pemeriksaan sediaan apus darah tepi dapat
menilai fingsi agregasi trombogit dibandingkan TAT metoda nefelometrik,
bagaimana kesesuaian hasilnya.

Dilakukan pemeriksaan terhadap 65 subyek. Sampel yang digunakan diambil
dari v. Mediana Cubiti dengan menggunakan vacutainer. Tabung vacutainer berisi
0,5 ml natrium citrate 0,129 M 3,8 %. Digunakan 2 tabung masing- masing untuk
pengambilan darah hingga volume menjadi S ml. Tabung I berisi 5 ml darah dan
antikoagnlan natrium citrate, dilakukan TAT metoda nefelometrik. Tabung II berisi
5 ml darah dan antikoagulan natrium citrate, untuk pemeriksaan sediaan apus darah
tepi. Dari tabung IT diambil dargh 10 pl dengan pipet lekosit dan dibuat sediaan apus
(0 menit). Pada sisa darah yang ada ditambahkan adrenalin bitartras 3 M dengan
perbandingan adrenalin bitartras 3 pM : darsh nafrium citrate adalah 1:10 lalu
digoyang agar tercampur rata, 3 menit kemudian dengan pipet lekosit diambil 10

il dan dibuat sediaan apus (3 menit). Sediaan apus dicat Giemsa. Pembacaan
sediaan apus darsh tepi dilakukan pada zone VI daersh lateral, medial dan
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mediolateral. Dihitung banyaknya trombosit yang berketompok dibandingkan total

trombosit ketiga daerahk baca tersebut. Hasil pembacaan sediaan apus menit ke-0
dan menit ke-3 dimasukkan ke rumus Velaskar dan dihitung hasil pemeriksaan fingsi
agregasi tormbosit.

Dilakukan pembacaan oleh 2 orang dan dibandingkan hasilnya untuk
menghindari subyektifitas, Antara pembaca I dan pembaca I terdapat korelasi
positip kuat bermakna (r=0,643 dan p=0,000) dan tidak berbeda secara statistik
(p=0,113).

Pemeriksaan sediaan apug darah tepi dan TAT metoda nefelometrik
berkorelasi positif cukup dan bermakna (r=0,463 dan p=0,000) dan tidak berbeda
secara statistik (p=0,357).

Ui diagnostik pemeriksaan sediaan a;;us darah tepi untuk menentukan
hipoagregasi atau tidak mempunyai sensitivitas 73,33%, spesifisitas 86,00%, nilai
ramal positip 61,11% dan nilai ramal negatip 91,49%;

Uji diagnostik pemeriksaan sediaan apus darah tepi untuk menentukan
normoagregasi atau tidak mempunyai sensitivitas 57,89%, spesifisitas 60,42%, nilai
ramal positip 39,29% dan nilai ramal negatip 78,38%.

Uji diagnostik pemeriksaan sediaan apus darah tepi untuk menentukan
hiperagregasi atau tidak mempunyai sensitivitas 64,52%, spesifisitas 74,29%, nilai

ramal positip 68,97% dan nilai ramal negatip 70,27%.
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