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DETERMINATION OF THE ESTIMATION FACTOR OF PLATELETS
NUMBER IN PERIPHERAL BLOOD SMEAR FROM THROMBOCYTOPENIC
Enny Rohmawati, Purwanto AP, AP Pradana

ABSTRACT

Backgrounds: Accurate platelet count in thrombocytopenia is essential due to its close
association with risk of hemorrhage. Despite of sophisticated instrumentation, the errors
in platelet count can’t be avoided, so it must be crosscheck to know the difference of
platelet count and estimation of platelets number in peripheral. blood smear. The
estimation factor of platelets number in thrombocytopenic patients will be accurate if it
is determined on the basis of several samples of thrombocytopenia and many
equipments in the laboratory, especially field number of microscope.

Objectives: To determine accurate estimation factor for patients with
thrombocytopenia according to instruments used in the Clinical Pathology laboratory at
Dr Kariadi Hospital, that is Sysmex KX-21 and FN 18 microscope.

Materials and Methods: 75 samples of thrombocytopenia determined by Sysmex KX-
21, followed by preparation of peripheral blood smear from each sample for
determining the average platelets number per field using 100x objective from 10 fields
in zone V. This was followed by determination of ratio of automatic platelet count to the

average platelets number per field for each sample. The estimation factor is total ratio
obtained divided by number of samples.

Results: The resuits of platelet count have a range of 14-140 x 10°/L, and the
distribution is mostly (48%) in group with the platelets number >100-150 x 10°/L. The
mean value of platelets per field is 4,420 with SD of 1,557. The total ratio from all
samples is 1654, then it is divided by the number of samples, i.e. 1654:75 = 22. So, the

obtained estimation factor of platelets number is 22. It means that 1 platelet perfield is
22 x 10°/L. :

Conclusion: Estimation factor of platelets number is 22 in peripheral blood smear from

thrombocytopenic patients, based on Sysmex KX-21 and FN 18 microscope
examination.

Suggestion: Estimation factor of platelets number in peripheral blood smear can be

used to reporting platelet count if the equipment is not available. It should be in
accordance with the FN microscope.

Keyword: estimation factor, platelet count, thrombocytopenia.
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PENENTUAN FAKTOR ESTIMASI JUMLAH TROMBOSIT

- PADA SEDIAAN APUS DARAH TEPI PASIEN TROMBOSITOPENIA

Enny Rohmawati, Purwanto AP, AP Pradana

ABSTRAK

Latar Belakang : Pemeriksaan hitung trombosit yang akurat untuk trombositopenia
sangat diperlukan karena berkaitan erat dengan risiko perdarahan. Beberapa kesalahan
hitung trombosit tidak dapat dihindari meski pada alat yang canggih sekalipun,
sehingga harus dilakukan cross check untuk mengetahui apakah terdapat perbedaan
antara hasil hitung dan estimasi jumlah trombosit pada sediaan apus darah tepi
(SADT). Faktor estimasi jumlah trombosit pada pasien trombositopenia akan lebih
tepat apabila ditentukan berdasarkan sejumlah sampel trombositopenia dan peralatan
yang ada di laboratorium, terutama field number(FN) dari mikroskop.

Tujuan : Menentukan faktor estimasi'yang tepat untuk pasien trombositopenia sesuai
peralatan yang digunakan di laboratorium Patologi Klinik RS Kariadi yaitu Sysmex
KX-21 dan mikroskop FN 18.

Bahan dan Cara : Penelitian ini melibatkan 75 sampel trombositopenia, dilanjutkan
dengan pembuatan SADT, untuk menentukan rerata trombosit perlapangan pandang
objektif 100x dari jumlah trombosit 10 lapangan pandang di zona V. Selanjutnya
ditentukan rasio jumlah dan rerata trombosit perlapangan pandang untuk masing-
masing sampel. Faktor estimasi adalah total rasio yang diperoleh dibagi besar sampel.

Hasil : Hasil hitung trombosit berkisar antara 17-140 x 10°/L, dengan distribusi
terbanyak (48%) dari kelompok jumlah trombosit >100-150x10%L. Nilai rerata
trombosit perlapangan pandang yaitu 4,420 dengan simpang baku 1,557. Total rasio
semua sampel adalah 1654, kemudian dibagi besar sampel sehingga ; 1654:75=22.
Jadi faktor estimasi jumlah trombosit yang diperoleh adalah 22, artinya 1 trombosit
perlapangan pandang setara dengan 22 x 10°/L.

Kesimpulan : Faktor estimasi jumlah trombosit pada SADT pasien trombositopenia
dengan Sysmex KX-21 dan mikroskop FN 18 adalah 22.

Saran : Estimasi jumlah trombosit dapat dipakai untuk pelaporan hasil hitung
trombosit bila tidak tersedia peralatan hitung trombosit, dengan faktor estimasi yang
sesuai dengan FN mikroskop.

Kata kunci : faktor estimasi, Jumlah trombosit, trombositopenia
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PENDAHULUAN

1.1. LATAR BELAKANG PENELITIAN
Trombositopenia berkaitan erat dengan risiko perdarahan, sehingga harus

ditetapkan berdasarkan hitung trombosit yang cermat. Metode otomatis dengan
teknik impedansi atau /ight scattering sampai sekarang dinilai mampu menghitung
jumiah trombosit yang rendah secara cepat dan akurat,™” meskipun masih terdapat
beberapa keterbatasan antara lain; trombosit bergerombol (clumping platelets) dan
giant platelets yang tidak terhitung sebagai trombosit dan adanya non platelet
particles, seperti kotoran, pecahan eritrosit atau leukosit yang justru terhitung
sebagai trombosit, ">

Kesulitan memperoleh hasil hitung trombosit yang tepat membuat para
ahli tetap memerlukan sediaan apus darah tepi (SADT) untuk crosscheck hasil yang
ada, seperti difakukan Gill GE, dkk (2000) terhadap alat Jully an.rtomafic Cell Dyn
4000 yang telah dilengkapi antibodi monoklonal.” Dengan crosscheck dapat
diketahui ada tidaknya perbedaan antara hasil dengan estimasi jumlah trombosit
pada SADT. De Gruchy (1978) menganjurkan hal tersebut bila jumlah trombosit
kurang dari 150x10°/L, atas dasar risiko perdarahan.*

Menurut Ravel (1986), jumlah trombosit dapat diestimasi dengan
terpercaya melalui SADT yang baik,” dimana salah satu cirinya adalah terbentuk
daerah baca yang baik. AP Pradana (1974) membagi sediaan apus darah tepi

menjadi 6 zona, berdasarkan susunan populasi sel darah merah.'® Zona V terdiri

I IPT-PUSTAN i)




(distorsion), sehingga merupakan daerah yang tepat untuk memperkirakan jumlah
sel sekaligus melihat morfologinya.™

Terrel JC (1998) menganjurkan setiap laboratorium menentukan faktor
estimasi jumlah trombosit sesuai alat hitung otomatis ..dan field number (FN)
mikroskop yang dipakai.” FN menentukan luas lapangan pandang (field of view
diameter) yang berpengaruh pada jumlah trombosit perlapangan pandang.
Kebanyakan mikroskop mempunyai FN 18, sedangkan generasi baru sudah mulai
memakai 20 atau 22.®

Selama ini estimasi jumlah trombosit ditentukan berdasarkan cara Barbara
Brown, yaitu hasil perkalian rerata trombosit perlapangan pandang pembesaran
objektif 100x dengan angka 20.000/mm*” Cara tersebut berlaku untuk jumlah
trombosit normal, rendah maupun tinggi. Metode ini tidak mencantumkan cara
hitung trombosit yang digunakan dan FN mikroskop yang dipakai.

Penelitian pendahuluan Enny R., dkk (2002) memperoleh faktor estimasi
18, berdasarkan 30 sampel dengan hitung trombosit normal dari alat hitung sel
otomatis Sysmex KX-2/ , mikroskop FN 18 dan penentuan rerata trombosit yang
dilakukan di zona V, VI dan ekor."”  Faktor tersebut diaplikasikan untuk
menentukan estimasi jumlah trombosit pada SADT pasien trombositosis dan
trombositopenia. Pada pasien trombositosis, diperoleh estimasi jumlah trombosit
sesuai hasil hitung otomatis (t=0,550 dengan p=0,587) , sedangkan pada

trombositopenia lebih rendah (t=7,078 dengan p<0,05). Kemungkinan

dari eritrosit yang bebas, merata, tidak bertumpuk (overlapping) dan berdesakan



penyebabnya adalah distribusi trombosit yang relatif jarang pada trombositopenia,

sehingga akan lebih tepat bila faktor estimasi ditentukan sesuai kondisi tersebut.
Berdasarkan hasil penelitian pendahuluan dan pentingnya penentuan status
trombositopenia yang tepat, penulis bermaksud menentukan faktor estimasi jumlah
trombosit pada SADT pasien trombositopenia sesuai peralatan yang dipakai sehari-
hari di laboratorium Patologi Klinik RS Kariadi, yaitu Sysmex KX-21 dan

mikroskop FN 18. Daerah baca yang dipakai untuk penghitungan rerata trombosit

yaitu zona V.

1.2. PERUMUSAN MASALAH

Dari latar belakang diatas permasalahannya adalah; berépa faktor estimasi
jumlah trombosit yang tepat pada sediaan apus darah tepi pasien trombositopenia
berdasarkan rerata trombosit di zona V dan peralatan yang dipakai khususnya di
laboratorium Patologi Klinik FK UNDIP/RS Dr Kariadi (mikroskop field number

18 dan Sysmex KX-21).

1.3. TUJUAN PENELITIAN
1.2.1. Tujuan Umum

Menentukan faktor estimasi jumlah trombosit pada kasus trombositopenia.

1.2.2. Tujuan Khusus
1. Mendiskripsikan jumlah trombosit pasien trombositopenia (<150x10°/L).
2. Mendiskripsikan rerata trombosit perlapangan pandang di zona V SADT pasien

trombositopenia dengan mikroskop FN 18.




. 3. Mendiskripsikan penentuan faktor estimasi jumiah trombosit pada SADT. . ... .. ... ..

berdasarkan total rasio jumlah trombosit terhadap rerata trombosit perlapangan

pandang pembesaran objektif 100x mikroskop FN 18.

1.4. MANFAAT PENELITIAN

Penelitian ini diharapkan dapat :

1. Memberikan informasi yang lebih rinci untuk praktisi laboratorium dalam
penentuan faktor estimasi.

2. Memberi informasi bagi peneliti lain untuk penelitian lebih lanjut.
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TINJAUAN PUSTAKA

2.1. TROMBOSIT
2.1.1. Asal dan fungsi trombosit

Trombosit berasal dari fragmentasi sitoplasma megakariosit, suatu sel
sumsum tulang dengan ukuran paling besar. Megakariosit matang ditandai proses
replikasi endomitotik inti dan makin besarnya volume sitoplasma. Pada akhirnya,
terjadi replikasi inti lebih lanjut, sitoplasma menjadi granuler, dan selanjutnya
trombosit dibebaskan.  Setiap megakariosit menghasilkan sekitar 2000-4000
trombosit.” Diferensiasi sel asal sampai dihasilkannya trombosit memakan waktu
sekitar 10 hari.

Diameter trombosit berukuran 1-4 pm, mempunyai dinding
mukopolisakarida yang berfungsi dalam reaksi adesi dan agregasi trombosit,
Fungsi utama trombosit adalah pembentljkan sumbat mekanis sebagai respon
hemostatik normal terhadap luka vaskular. Proses pembentukan sumbat tersebut
melalui adesi, pembebasan, agregasi dan fusi, serta aktivitas prokbéguiannya.

Nilai normal trombosit bervariasi sesuai metode yang dipakai. Jumlah
trombosit normal menurut Dacie adalah 150-400x10%L."" Harga normal yang
lebih spesifik yaitu 140-340x10°/L bila dipakai metode Rees Egker dan 150-
350x10°/L dengan Coulter counter'® Sysmex KX-21 menetapkan nilai rujukan

trombosit 128-434x10°/L untuk wanita dan 134-377x10%/L untuk laki-laki ¥




Nilai rerata trombosit sekitar 250x10°7/L dan jumlah pada setiap individa

relatif konstan ¥

Tidak terdapat perbedaan yang nyata antara laki-laki dan
wanita. Secara fisiologis, variasi jumlah trombosit terjadi selama siklus
menstruasi. Pada saat menstruasi terjadi penurunan jumlah trombosit, sedangkan

saat ovulasi meningkat.""'¥

2.1.2. Trombositopenia

Trombositopenia adalah keadaan berkurangnya jumlah trombosit dibawah
nilai normal yaitu kurang dari 150x10°/L. Sumber lain menyebutkan kurang dari
100x10°/L  disebut trombositopenia sedang dan dibawah 50x10%L adalah

trombositopenia berat, %)

2.1.2.1. Patofisiologi trombositopenia

Diagnosis trombositopenia  didasarkan pada perubahan produksi
trombosit, distribusi dalam sirkulasi dan destruksi trombosit. "' Gambar 1
menunjukkan diagnosis banding trombositopenia.

Sumber lain menyebutkan penurunan produksi trombosit merupakan
penyebab tersering dari trombositopenia."” Pada infeksi virus, trombositopenia
terjadi  akibat depresi megakariosit"®, sedangkan heparin-induced
thrombocytopenia (HIT) disebabkan peningkatan destruksi trombosit. “®'® Pada
HIT, jumlah trombosit akan normal kembali dengan pemberian antikoagulan

alternatif yang lebih aman.""”




Levine SP juga memasukkan artifactual thrombocytopenia dalam

klasifikasi sebab-sebab trombositopenia. Trombositopenia tersebut disebabkan

adanya trombosit yang bergerombol, platelet satelitism dan giant platelets ©*

THROMBOCYTOPENIA
I |
{ Production Abnormal | T Destruction
distribution
t  Marrow damage _ L
Aplasia Splenomegaly Nonimmune
Drugs/toxins Liver dlsea553 DIC
Hepatitis Myeclofibrosis Hemolytic uremic
Malignancy syndrome
= Congenita!’defects_ THFII;LP syndrome
Fanconi’s anemia
TAR syndrome | Immune
Rubella Drug-induced
May-Hegglin anomaly Seconday to
Wiskoft-Aldrich SLE
syndrome : Alloimmunization
Autosomal dominant : Lymphoproliferative
, discase
— Ineffective production AIDS
Bi2/Folate deficiency ITP
TAR syndrome : congenital hipoplastic Thrombocytopenia with absent radia
DIC : Disseminated Intravascular Coagulation
TTP : Thrombotic Thrombocytopenic Purpura
HELLP syndrome : Hemolysis Elevated Liver Enzyme Low Platelet count
SLE : Sistemic Lupus Erithematosus
AIDS » Acquired Immune Deficiency Syndrome
ITP : Idiopathic Thrombocytopenic Purpura

Gambar 1. Diagnosis banding trombositopenia.
Dikutip dari; Hillmann RS, Ault KA (1998)"



. 2.1.22. Trombositopenia dan perdarahan.

Trombositopenia erat kaitannya dengan komplikasi perdarahan. Manifestasi
klinik ringan seperti petekie atau purpura dapat terlihat pada jumlah trombosit 50-
150x10°/L.%*1¥ Petekie berukuran kecil, berupa bercak perdarahan di kulit atau
mukosa. Purpura ditandai dengan warna merah kehitaman yang lebih luas.
Perdarahan spontan dapat terjadi pada jumlah trombosit 20-50x10°/L,?" terutama
pada pasien dengan trauma atau pembedahan. Jumlah trombosit kurang dari
20x10°/L akan mengakibatkan perdarahan yang berat khﬁsusnya bila terdapat
penyakit lain yang mendasari."* Ada juga pasien dengan trombositopenia ringan
sampai berat tanpa perdarahan spontan meskipun sudah berlangsung lama.*
Sebenarnya tidak ada hubungan yang absolut antara jumlah trombosit dan beratnya
p.erdarahan.“)

Transfusi trombosit harus diberikan pada pasien trombositopenia berat

dengan penyulit perdarahan atau terdapat penyakit lain yang mendasari. Para ahli

menganjurkan transfusi trombosit profilaktik pada pasien AML (Acute Myeloid .

Leukemia) yang mendapat kemoterapi dengan jumlah trombosit <20x10%L.??
Seorang individu normal tanpa penyulit dapat bertoleransi pada jumlah

trombosit 5-10x10%L." Pada keadaan lain, pasien sepsis, keganasan, atau hamil

akan mempunyai risiko perdarahan pada jumlah trombosit 20-30x10°/L."

Untuk menghindari komplikasi perdarahan pada kondisi-kondisi tertentu, jumlah

trombosit yang dianjurkan tercantum dalam tabel 1.




Tabel I Anjuran jumiah trombosit untuk menghindari komplikasi perdarahan ~~~°

Number of platelets Clinical condition
(x10°/L)

>100 Major surgery

>50 Trauma, minor surgery

Prevention of bleeding in patient with

>20 sepsis, leukemia, malignancy

>5-10 Normal individuals

>5 ITP patients at low risk

Dikutip dari; Hillman RS, Ault KA(1998)"

2.1.3.Cara Hitung Trombosit

Trombosit sukar dihitung karena kecil, mudah pecah dan sulit dibedakan
dengan kotoran. Trombosit juga mudah melekat pada benda asing (adesif) dan
cenderung saling menempel satu sama lain (agregasi). Pemeriksaan harus dilakukan
sesegera mungkin dan dianjurkan memakai peralatan yang dilapisi silikon atau
peralatan plastik.

Trombosit dapat dihitung secara langsung maupun tak langsung. Cara
langsung dilakukan secara manual atau otomatis (awtomatic celf coumter). Cara
manual dapat dilakukan dengan metode Rees Ecker atau Brecher-Cronkite.

Penghitungan tak langsung memakai cara Fonio.”'™

Penentuan kuantitatif tombosit dengan cara otomatis sejauh ini masih

dianggap paling akurat.” Hitung trombosit metode otomatis mempunyai koefisien

variasi 4%, sedangkan manual 22%

Macam-macam metode hitung trombosit yaitu ;




2.1.3.1. Metode Rees Ecker. -

Darah diencerkan dengan larutan yang terdiri atas BCB (Brilliant Cresyl
Blue), sehingga trombosit akan tercat terang kebiruan. Trombosit dihitung

dengan bilik hitung dibawah mikroskop.

2.1.3.2. Metode Brecher-Cronkite.

Darah diencerkan dengan amonium oksalat 1% yang melisiskan sel darah
merah. Trombosit dihitung dengan hemositometer dan mikroskop fase kontras.
Penggunaan amonium oksalat 1% lebih akurat dibanding formol sitrat dalam

“melisiskan sel darah merah.®”

Kedua cara diatas membutuhkan peralatan yang bersih dan kering. Darah
dan reagen yang telah dicampur harus diperiksa sesegera mungkin.

Apabila hasil hitung trombosit rendah, pemeriksaan harus diulang dengan
mengurangi pengenceran. Sebaliknya bila jumlah trombosit tinggi, pengenceran
harus ditambah. Plasma kaya trombosit juga dapat dipakai untuk hitung trombosit
yang dicurigai rendah.

Metode Rées Ecker mempunyai kemungkinan kesalahan 16-25%,
sedangkan Brecher-Cronkite 8-10%."” Kesalahan pokok dari hitung sel secara
manual ini adalah dalam pengenceran dan penghitungan, Hasil yang telah diperoleh

dari kedua cara di atas tetap harus dikonfirmasi dengan SADT.*

2.1.3.3. Metode Fonio (cara tak langsung)
Pemeriksaan ini untuk menghitung trombosit tak langsung. Mula-mula

darah kapiler pada ujung jari dicampur dengan magnesium sulfat 14%, kemudian
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dibuat SADT dan dilakukan pengecatan Giemsa. Jumlah trombosit dihitung dalam

1000 eritrosit. Cara ini lebih kasar dibanding cara langsung.

2.1.3.4. Metode automatic cell counter

Metode ini memakai prinsip flow cylomeiry. Prinsip tesebut
memungkinkan sel-sel masuk flow chamber untuk  dicampur dengan diluent,
kemudian dialirkan melalui apertura berukuran kecil yang memungkinkan sel lewat
satu persatu. Aliran yang keluar ini akan dilewatkan melalui medan listrik untuk
kemudian dipisah-pisah sesuai muatannya (ce// sorting).">*®

Dua teknik dasar pengukuran sel dalam flowcytomeiry yaitu impedansi
listrik (electrical impedance) dan pendar cahaya (light scattering).

Teknik impedansi listrik didasarkan pada pengukuran besarnya resistansi
elektronik antara dua elektroda. Alat ini terdiri dari 2 ruang, 2 elektroda dan
apertura. Ruangan yang ada tersebut akan terisi reaéén yang bersifat konduktif.
Pada saat pengukuran sampel, reagen dan sampel akan mengalir dari ruang 1 ke
ruang 2 melalui apertura. Aliran ini terjadi karena perbedaan tekanan. Ruang 2
dihubungkan dengan vacuum pump yang diberi regulator agar tekanan yang
dihasilkan juga stabil. Setiap sel yang melalui apertura akan mengakibatkan adanya
perubahan arus yang mengalir yang diterjemahkan sebagai pulsa-pulsa elektronik.
Pulsa-pulsa yang terjadi menggambarkan jumlah sel yang melewati apertura,
sedangkan besarnya perubahan tegangan listrik (amplitﬁdo) menggambarkan
ukuran volume masing-masing sel.  Trombosit dihitung dan_ dikalkulasi dengan
menghitung pulsa dan variasi ukuran sel ditampilkan dalam .bentuk histogram.

Contoh alat yang memakai prinsip ini adalah Sysmex KX-21.

11




Pada Sysmex KX-21, histogram dianalisa dengan 3 diskriminator yaitu 2
 batas bawah ( Low Discriminator/LD) untuk ukuran 2-6 fL dan | batas atas
(Upper Discriminator/UD) untuk 12-30 fL. Batas atas membedakan trombosit
dari eritrosit, sedangkan batas bawah dari debu dan masa elektrik. Variasi ukuran
trombosit dinyatakan dalam PDW (Platelet Distribution Width) dan P-LCR (Large

Platelet Ratio) yaitu rasio antara jumlah trombosit yang berukuran 12-30 fL dan 2-

30 .03
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Gambar 2. Histogram trombosit

Dikutip dari; Yukio T, 199943
Kesalahan yang terjadi dalam hitung trombosit disebabkan oleh darah
yang memjendal (sample clotting), tronibosit bergerombol yang dihitung sebagai
leukosit, trombosit bentuk besar dan giant platelet yang dihitung sebagai eritrosit,
dan platelets satellitism (formasi rosette yang terbentuk dari trombosit-leukosit).
*% Keadaan tersebut menyebabkan jumlah trombosit lebih rendah dari

sebenamya. Sebaliknya, adanya non pletelet particels seperti debu, pecahan
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eritrosit dan pecahan leukosit dapat terhitung sebagai trombosit sehingga hasilnya
tmggl palsum B

Dengan light scattering (optical), cahaya yang difokuskan pada sel akan
dihamburkan, dipantulkan atau dibiaskan kesemua arah. Metode ini dinilai lebih
terpercaya untuk menentukan hitung trombosit pada pasien defisiensi besi dengan
mikrositosis.*” Alat yang memakai prinsip ini adalah Ce/ Dyn 4000.

Flow cytometry generasi terakhir dilengkapi dengan teknik
immunoperoxidase dan immunophenotyping sehingga menambah kemampuan
menganalisa sel-sel darah.***”  Pemakaian antibodi monoklonal yang spesifik
untuk trombosit seperti CD41, CD42 dan CD61 diharapkan mampu mengurangi
kesalahan.” Pengembangan flow cytometry akhir-akhir ini jﬁga diarahkan untuk
mengukur rata-rata produksi trqmbosit, menghitung agregasi trombosit, diagnosis
heparin induced thrombocytopenia, dan lain-lain.‘zs’

Houwen, dkk (1998) meneliti cara hitung trombosit berdasarkan rasio
eritrosit terhadap trombosit yang ditentukan dengan flow cytometry generasi
terakhir®  Dengan asumsi bahwa jumlah eritrosit absolut dapat dihitung, maka
jumlah trombosit dapat ditentukan berdasarkan rasio eritrosit terhadap

trombosit, 3%

2.1.4. Estimasi jumlah trombosit pada sediaan apus darah tepi
Hitung trombosit harus dilakukan secara hati-hati terutama jika jumlahnya

sedikit.®”  Berbagai metode telah dikembangkan dari mulai manual dengan
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mikroskop fase kontras sampai alat otomatis, meski kecenderungan t_(_a_rjac_i_im

kesalahan tetap ada.

Pada prinsipnya semua hasil hitung trombosit baik normal maupun
abnormal yang diperiksa dengan alat hitung otomatis inaupun manual harus
dilakukan crosscheck pada SADT.®” De Gruchy (1978) berpendapat bahwa hasil
hitung trombosit yang rendah harus dikonfirmasi dengan sediaan apus darah tepi,
mengingat trombositopenia dapat berisiko perdarahan sehingga penetapannya
harus dilakukan dengan hati-hati.) Crosscheck pada SADT bertujuan mengetahui
ada tidaknya perbedaan antara hasil hitung trombosit dengan jumlah trombosit
secara estimasi.

Perbedaan mencolok antara hasil hitung trombosit dengan estimasi jumlah
trombosit  selain dapat disebabkan kesalahan alat hitung otomatis mengenali
trombosit, juga perlu ditelusuri kemungkinan letak kesalahan dari proses
praanalitik, analitk dan posanalitik. Kesalahan praanalitik misalnya sampel
tertukar, kesalahan menulis identitas atau adanya bekuan pada sampel. Kesalahan
analitik dapat disebabkan SADT yang tidak memenuhi persyaratan atau kerusakan
alat hitung yang dipakai. Kesalahan posanalitik biasanya terjadi saat penulisan hasil
hitung trombosit.

SADT untuk estimasi jumlah trombosit harus dibuat sebaik mungkin,
sehingga terbentuk daerah baca yang baik. Trombosit harus terdistribusi rata
dan tidak menggerombol.  Apabila trombosit cenderung bergerombol, harus
dibuat SADT baru, dengan terlebih dahulu memilin tabung berisi sampel darah

secara adekuat sehingga EDTA tercampur dengan baik.®® Sampel darah dari ibu
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jari dapat digunakan, tetapi hasiinya kurang memuaskan dan secara bermakna

menunjukkan jumlah trombosit yang lebih rendah dibanding darah vena.”
Secara umum, pada orang normal didapatkan 8-20 trombosit setiap

pembesaran 100x,%'>

disamping ada juga pendapat lain seperti pada tabel 2.
Menurut Barbara Brown, untuk mencari estimasi jumlah trombosit terlebih dahulu
ditentukan jumlah trombosit sebanyak 5-10 lapangan pandang, pada daerah tipis
dimana eritrosit tersusun beﬁés atau sedikit overlapping. Rerata yang diperoleh
dikalikan dengan 20.000/mm®”  Hasil perkalian tersebut merupakan jumlah
trombosit secara estimasi. Sebagai contoh, apabila rerata trombosit= 10, maka
estimasi jumlah trombosit = 10x20.000 = 200.000/mm’, Metode ini berlaku untuk

jumlah trombosit normal maupun abnormal, tetapi tidak dijelaskan alat hitung

trombosit dan FN mikroskop yang dipakai.

Tabel 2. Hubungan antara jumiah trombosit perlapangan pandang dengan hitung

trombosit secara langsung

Jumlah trombosit perlapangan pandang Hitung trombosit langsung
9
(pembesaran objektif 100x) - ()ﬂo L)
0-1 5
1-5 10 -50
6-10 60 - 100
> 10 150 +

Dikutip dari : Koepke JA (1984)¢2
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Terrel JC (1998) menganjurkan penentuan faktor estimasi jumlah -

troﬁ}i)osit sesuai alat hitung dan field number (FN) mikroskop yang dipakai.®
Daerah baca SADT yang digunakan yaitu tempat dimana 50% susunan eritrosit
sedikit overiapping (2-3 eritrosit). Faktor estimasi ditentukan berdasarkan rasio
antara jumlah trombosit menurut alat yang dipakai dan rerata trombosit
- perlapangan pandang. Faktor estimasi adalah jumlah total rasio yang diperoleh
dibagi besar sampel.

Ketepatan faktor estimasi tergantung juga pada kemampuan pemeriksa
dalam mengidentifikasi trombosit pada SADT. Kemampuan ini dapat terasah
dengan bekal pengetahuan dan latihan yang cukup. Estimasi jumlah trombosit
yang diperoleh melalui pemeriksaan yang teliti dapat digunakan untuk pelaporan
hasil hitung trombosit bila tidak tersedia peralatan hitung trombosit.**

Selain menentukan estimasi jumlah trombosit, pemeriksaan morfologi
trombosit juga dapat dilakukan pada SADT, contohnya, giant platelet sering

ditemukan pada anomali May-Hegglin, sindroma mielodisplasia, dan AML, @539

2.2. SEDIAAN APUS DARAH TEPI

Pemeriksaan SADT dapat memberikan informasi yang lebih banyak
dibanding satu macam pemeriksaan hematologi. Pemeriksa harus teliti memilih
daerah yang tepat sehingga mendapat gambaran dari semua seri sel darah.®

AP Pradana membagi SADT menjadi 6 zona, berdasarkan susunan
populasi sel darah merah, yaitu® : zona I I, III, IV, V dan VI (gambar 3).

Zona I disebut zona ireguler. Didaerah tersebut distribusi sel darah merah tidak
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teratur dan kadang ada yang padat bergerombol. Daerah ini meliputi kire-kia3%

dari seluruh badan SADT. Zona II disebut juga zona tipis, dimana distribusi sel
darah merah tidak teratur, saling berdesakan (distorsf"on) dan bertumpuk
(overlapping). Zona ini meliputi sekitar 14%., Zona III disebut juga zona tebal,
dimana sel-sel darah merah bergerombol rapat dan pa\dat. Luas zona im sekitar
45% atan hampir separoh dari badan SADT. Zona IV disebut juga zona tipis,
yang sama kondisinya dengan zona II, hanya lebih tipis. Luasnya sekitar 18% dari
badan sediaan apus. Zona V atau zona reguler, merupakan tempat sel-sel tersebar
rata, tidak saling bertumpuk dan bentuk-bentuknya masih asli. Daerah ini meliputi
kira-kira 11% dari badan SADT. Zona VI disebut juga zona sangat tipis, terletak
diujung sediaan apus sebelum ekor. Disini sel-sel tersusun lebih longgar, dan

umumnya tersusun berderet. Zona ini luasnya sekitar 9% dari badan SADT.

\\ \‘ \\ ~ Ay ‘\\ Y ekor
3 \ \\ \\ \\ \ &\
\ \ \
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Gambar 3. Zona-zona pada sediaan apus darah tepi

Dikutip dari; AP Pradana (1974)®
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Daerah yang cocok untuk pemeriksaan SADT menurut Miwa Sadalah

suitable region yang ditandai dengan distribusi eritrosit yang baik dan struktur 3

dimensinya dapat dicermati dengan baik pula (bagian tengah tampak terang).®"

2.2.1. Kepentingan Sediaan Apus Darah Tepi
SADT memberi informasi yang banyak, apabila pemeriksa mempunyai
bekal pengetahuan yang cukup. Dengan pemeriksaan SADT hal-hal yang bisa
dinilai, yaitu ; ©39
1. Adanya parasit, sel asing atau ganas.
2. Seri eritrosit ; meliputi ukuran, bentuk, warna, benda-benda inklusi dan
susunannya . Jenis atau derajat anemia dapat ditentukan dengan penilaian ini.

3. Hitung jenis lekosit, estimasi jumlah dan memperhatikan morfologi seri lekosit,
sehingga dapat mengarahkan diagnosis misalnya, infeksi bakterial, virus atau
keganasan hematologi.

4. Melakukan estimasi jumlah dan morfologi trombosit.

Ketrampilan dalam membuat sediaan yang baik, menjadi syarat penting

dalam penilaian sediaan apus tersebut.

2.2.2. Teknik Pembuatan Sediaan Apus Darah Tepi
Bahan pemeriksaan untuk estimasi jumlah trombosit pada SADT yaitu
darah vena yang ditambah dengan antikoagulan EDTA®  Peralatan yang

diperlukan untuk pembuatan SADT vyaitu;

- kaca objek yang bersih, kering, bebas debu dan lemak serta permukaan rata.

18




- Penggeser atau spreader, dari bahan gelas atau bahan lain dengan tepiyang

rata dan lebih sempit dari lebar kaca objek.

Cara Pembuatan SADT ;

Darah (7-8 pl) diteteskan pada kaca objek, sekitar 1-1,5 cm dari salah satu
sisi pendek.®®

Penggeser diletakkan dengan membentuk sudut kurang lébih 30°, kemudian
ditarik mundur sehingga menyentuh tetesan darah.

begitu tetesan melebar, didorong kedepan sampai kepanjangan 2,5 — 3 cm.
Kalau terlalu pendek, daerah yang cocok untuk pemeriksan akan lebih sempit.
sediaan apus dibiarkan kering di udara kamar.

diberi identitas, nomor registrasi pasien dan nomor laboratorium pada bagian
kepala, dengan menggunakan pensil supaya tidak hilang saat pengecatan.

dilakukan pengecatan sediaan apus yang memenuhi syarat.

SADT yang baik memenuhi kriteria sebagai berikut;

lebar dan panjangnya tidak memenuhi seluruh kaca objek..

Mempunyai ketebalan yang cukup (tidak terlalu tebal atau tipis) .

Ujung atau ekornya tidak berbentuk bendera robek.

Tidak berlubang-lubang karena kaca objek kurgng bersih atau terdapat bekas

lemak.

Tidak terputus-putus karena gesekan yang ragu-ragu.

Pembuatan SADT secara otomatis sudah mulai dikembangkan, mulai proses

pembuatan apusan, fiksasi, pengecatan dan pengeringan,  seperti yang




diperkenalkan Cell-Dyn® SMS (Slide Maker and Stainer system)®® Mengingat

belum ada standart internasional yang mengatur tentang pembuatan SADT, maka

evaluasinya dilakukan secara mikroskopis setelah melalui 4 proses tersebut.“®

2.2.3. Pemakaian antikoagulan EDTA (Ethylene Diamine Tetraacetic Acid)

Pemberian antikoagulan perlu untuk menghitung sel darah dengan benar.
Tanpa antikoagulan, trombosit akan beragregasi, sehingga mengesankan adanya
trombositopenia.  Antikoagulan EDTA relatif mempunyai efek yang minimal
terhadap sel-sel darah. EDTA yang dipakai berkonsentrasi 1 mg/1 ml darah atau
0,1 ml dari larutan 10% untuk 10 m! darah."”

Keuntungan-keuntungan EDTA yaitu;®

- mencegah formasi artefak

- dapat digunakan untuk pembuatan SADT (maksimal 2 jam setelah
pengambilan)

- mencegah trombosit bergerombol.

Meskipun secara umum EDTA tidak mempengaruhi sel-sel, ada juga
keadaan tertentu dimana terjadi psendotrombositopenia karena antikoagulan ®”
Keadaan ini disebabkan terbentuknya komplek imun antara trombosit dan EDTA.
Pada hitung trombosit dengan alat hitung otomatis ditemukan trombositopenia dan
setelah dilakukan pengecekan didarah tepi, banyak ditemukan trombosit yang
bergerombol. Pemeriksaan diulangi dengan memakai antikoagulan Na Sitras 3%,

dan hasil yang didapat ternyata normal.®”
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Dalam praktek sehari-hari di laboratorium, lebih sering dipakai garam

kalium EDTA dibanding garam natriumnya karena mudah largt. Jenis garam
kalium tersebut adalah K2 EDTA (Dipotassium Ethylene Diamine Tetraacetic
Acid) atau K3 EDTA (Iripotassium Ethylene Diamine Tetra Acetic Acid).
Menurut Philips dkk (1998) , tidak terdapat perbedaan bermakna antara keduanya

terhadap hasil pemeriksaan darah dengan hematology analyzers. ©®

2.3. MIKROSKOP CAHAYA

Secara umum mikroskop terdiri atas lensa, mechanical stage, sistem
kondensor, diafragma iris dan sumber cahaya.®****" Mikroskop cahaya terdiri atas
2 sistem lensa yaitu, lensa objektif dan okuler. Keduanya berperan dalam

pembesaran spesimen yang diperiksa.

2.3.1. Lensa okuler

Lensa yang dekat mata disebut okuler atau eyepiece. Mikroskop
monokuler terdiri atas 1 eyepiece, dan mikroskop binokuler terdiri 2 eyepiece.
Kebanyakan okuler membesarkan spesimen dengan kekuatan 10 x , artinya okuler
menguatkan diameter spesimen menjadi 10 x ukuran sebenarnya.

Pada lensa okuler ini, tercantum FN tertentu, sesuai karakteristik dari
pabrik, misalnya 18, 20 atau 22.°” FN ini dapat berbeda-beda antara mikroskop
satu dengan yang lain. Berdasarkan FN tersebut, dapat diketahui Jfield of view
diameter dari suatu mikroskop. Kebanyakan mikroskop mempunyai FN 18,

sedangkan mikroskop generasi terbaru sudah mulai memakai FN 20 atau lebih.

21




2.3.2. Luas Lapangan Pandang dan Faktor Konversi

Field of view adalah area dimana spesimen dapat dilihat. Semakin besar
pembesaran objektif yang dipakai, akan menunjukkan area yang lebih kecil dengan
gambar yang lebih detail. Diameter sebenarnya dari field of view dalam milimeter
dapat dihitung dengan FN dibagi pembesaran objektif yang dipakai.®® Apabila
dipakai pembesaran objektif 100 x dengan FN 18, maka field of view diameter
nya adalah 18/100=0,18 mm. Perhitungan ini penting jika suatu laboratorium
memakai 2 mikroskop dengan FN yang berbeda.

Untuk konsistensi pelaporan hasil estimasi jumlah sel, maka harus
ditentukan faktor konversi mikroskop satu terhadap mikroskop yang lainnya.
Faktor konversi untuk mikroskop dibuat berdasarkan luas lapangan pandang
terkecil. Apabila terdapat 3 FN, yaitu; 18, 20 dan 22, maka FN 18 diasumsikan
setara dengan 100%. Faktor konversi untuk FN 20 terhadap FN 18, vyaitu;,
0,18:0,20 = 0,9 sedangkan untuk FN 22 terhadap FN 18, yaitu ; 0,18:0,22 =
0,81. Semua hasil estimasi jumiah sel pada mikroskop FN tertentu harus dikalikan
dulu sesuai faktor konversi yang diperoleh, sehingga diperoleh hasil yang setara

antara mikroskop satu dan lainnya ¢

2.3.3. Lensa objektif

Lensa objektif adalah lensa yang dekat dengan spesimen. Kebanyakan
mikroskop cahaya terdiri atas 3 atau 4 lensa objektif, dengan kekuatan yang
berbeda., yaitu 4x, 10x (kekuatan rendah), 40x (high-dry), dan 100x (oil

immersion). Pembesaran 4x digunakan untuk melihat area SADT selayang




pandang, sebelum diperiksa dengan pembesaran yang lebih besar. Pembesaran

10x merupakan pembesaran lemah yang dapat digunakan untuk menilai area SADT
selayang pandang atau langkah awal untuk fokus pada suatu objek tertentu.
Pembesaran 40x sudah termasuk kekuatan yang besar. Pembesaran ini dipakai
untuk menghitung sel darah, hitung jenis leukosit dan sedimen urin. Pembesaran
4, 10 dan 40 disebut pembesaran kering karena tidak membtlltuhkan minyak imersi.
Pembesaran 100 x disebut juga pembesaran objektif minyak imersi. Minyak imersi
merupakan lapisan antara spesimen dan objektif untuk merefraksikan sinar ke
lensa. Minyak imersi relatif mempunyai kepadatan sedang, daﬁ 'ménﬂliki indeks

refraksi yang sama seperti kaca,

2.3.4. Tabung optik dan stage

Panjang tabung optik yaitu jarak antara eyepiece dan lensa objektif,

biasanya 160 mm.

Stage merupakan tempat diletakkannya s/ide yang akan diperiksa. Stage

ini dapat digerakkan untuk memudahkan melihat bagian-bagian dari objek.

2.3.5. Kondensor dan diafragma iris

Kondensor dimaksudkan untuk mengarahkan cahaya dari sumbérnya ke
spesimen yang diperiksa.

Diafragma ins merupakan lembaran yang dapat dibuka atau ditutup untuk

mengurangi atau menambah jumlah cahaya yang menyinari objek.




2.3.6. Sumber cahaya
Mikroskop yang lebih tua biasanya memakai cermin. Mikroskop baru

memakai [ampu yang ada pada mikroskop.

2.3.7. Pembesaran total dan resolusi.

Pembesaran total mikroskop merupakan hasil perkalian dari pembesaran
okuler dan objektif. Sebagai contoh, bila menggunakan lensa okuler 10x, dan
objektif 40x, berarti pembesaran totalnya 400x. Resolusi dari mikroskop adalah
kemampuan mikroskop untuk membedakan detail yang baik dari objek yang

diperiksa. Kemampuan ini tidak hanya ditentukan oleh kekuatan pembesaran tetapi

juga kualitas mikroskop.“®

24




Pemeriksaan manual ; Jield 5
Brecher-Cronkite, Rees Ekcer fetd numoer
Kotoran, mikroskop
pengenceran
& penghitungan
h 4
TROMBOSITOPENIA e FAKTOR
—»  ESTIMASI
Trombosit T
bergerombol,
giant platelet Zona baca sediaan

apus darah tepi

Auntomatic cell counter

e o i R 4 v R

BT POTRE TS,

25 LR




METODOLOGI PENELITIAN

3.1. RANCANGAN PENELITIAN

Rancangan penelitian ini memakai pendekatan belah lintang.

3.2. RUANG LINGKUP PENELITIAN
3.2.1. Lingkup Wilayah

Wilayah yang digunakan untuk penelitian yaitu bangsal rawat jalan dan
inap RS Kariadi Semarang. Penelitian dilakukan di Laboratorium Patologi Klinik

RS Kariadi Semarang.

3.2.2. Lingkup Waktu

Waktu penelitian selama 4 bulan, yaitu Februari 2003 sampai Mei 2003,

3.2.3. Lingkup llmu.
Bidang ilmu yang diteliti adalah ilmu patologi klinik dengan titik berat

cabang ilmu hematologi.

3.3. POPULASI SAMPEL
Populasi penelitian ini adalah pasien rawat jalan dan inap RS Kariadi

Semarang yang melakukan pemeriksaan hitung trombosit.

3.4. BESAR SAMPEL

Pengambilan sampel dilakukan secara purposif dengan memakai sampel

darah pasien yang memenuhi kriteria inklusi.
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Besar sampel ditentukan berdasarkan rumus sampel tunggal untuk perkiraan rerata,

(41)

yaitu;

Zax S 2
n= | —

e x Xo)

dimana ditetapkan nilai Za = 1,96 (tingkat kemaknaan o =70,05)
S=3,47 (berdasarkan penelitian pendahuluan)
¢ = 4% (ketepatan relatif yang ditentukan peneliti)
Xo = 20 (nilai rerata standart)
1,96 x 3,47 } 2

0,04 x 20

n=7227~72
Untuk mengantisipasi sampel drop out, ditambahkan sampel sejumlah 10%,

sehingga jumlah seluruhnya 80.

3.4.1. Kriteria Inklusi
Semua sediaan apus darah tepi dari sampel darah pasien trombositopenia
(<150x10°/L) yang ditentukan dengan Sysmex KX-21. Sampel darah tidak

mengandung bekuan, berasal dari pasien laki-laki dan wanita dari semua umur,

3.4.2. Kriteria Eksklusi

Pada SADT terdapat trombosit yang bergerombol dan atau giant plateler,
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Alat dan bahan yang digunakan meliputi :

Darah vena yang ditampung dalam tabung EDTA sebanyak .2 cc.

Spuit 3 cc, kapas alkohol dan pembendung (torniket).

Tabung steril berisi K2XEDTA 2 tetes dengan identitas dan nomor laboratorium.
Automatic cell counter, yaitu Sysmex KX-21.

Alat untuk pembuatan SADT, kaca objek bersih dan bebas lemak, spreader,
pipet otomatis 10 pL dan tip.

Bahan pengecatan, yaitu : cat Giemsa (stok) yang telah diencerkan I: 9,
metanol dan air suling.

(Giemsa stok dibuat dari Giemsa serbuk (dari Merck®) sebanyak 0,76 g yang
dilarutkan dalam 50 ml Gliserol pada suhu 60°C dan SO ml Methanol,
kemudian disaring ).

Mikroskop Olympus CH, field number 18.




3.6, ALUR PEMERIKSAAN ... .

/ darah EDTA /

h 4
Sysmex KX-21

h 4
Trombositopenia

h 4
sediaan apus darah tepi

b4
mikroskop FN 18

A 4
zona V SADT

l

Rerata jumlah trombosit perlapangan pandang dari
10 lapangan pandang pembesaran objektif 100 x
( 2 pemeriksa)

l

rasio jumlah trombosit sesuai automatic cell counter
dan rerata trombosit perlapangan pandang

l

/ Faktor estimasi /
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3.7. CARA KERJA S

3.7.1. Sampling darah vena

Darah vena diambil dari daerah vena mediana cubiti dengan spuit
sebanyak 2 cc. Sebelumnya daerah tersebut didesinfeksi dengan alkohol. Darah
dimasukkan dalam tabung berisi EDTA dengan cara dilepas jarumnya dan dialirkan

pelan-pelan. Setelah itu tabung dipilin untuk mencampur EDTA dengan darah.

3.7.2. Pemeriksaan hitung Trombosit

Tabung berisi darah EDTA ditempatkan sesuai tempatnya pada alat
hematology analyzer Sysmex KX-21, sehingga darah akan diaspirasi oleh probe
dan masuk dalam sample rotor valve. Larutan pengencer (difient) juga mengalir
dalam sample rotor valve, sehingga keduanya tercampur. Sampel yang telah
diencerkan tersebut menuju ke mixing chamber. Proses ini adalah pengenceran
pertama. Dari mixing chamber, sampel akan masilk kembali ke san;ple rotor
valve dan bercampur kembali dengan larutan pengencer (pengenceran kedua).
Sampel diaspirasi melalui apertura kedalam fransducer chamber. Trombosit akan

dihitung dengan metoda DC (Discrimination Circuit) dan ditampilkan dalam kertas

print oul.

3.7.3. Pembuatan sediaan apus darah tepi

Apabila jumlah trombosit <150x10°/L , dari sisa sampel yang ada dibuat
sediaan apus darah tepi. Darah diisap dengan pipet otomatis 10 uL kemudian
diteteskan pada kaca objek. Selanjutnya dibuat apusan darah sebaitk mungkin.

Setelah apusan kering, ditetesi dengan metanol untuk fiksasi dan dibiarkan selama
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_.2-3 menit. Selanjutnya digenangi larutan Giemsa selama 5 menit, dibilas dengan_

air suling dan dibiarkan kering di udara terbuka.

3.7.4. Penentuan rerata trombosit pada sediaan apus darah tepi.

Sediaan apus darah tepi yang telah siap diperiksa dibawah mikroskop
Jield number 18. Jumlah trombosit dihitung di zona V dimana eritrosit tersusun
rata memenuhi lapangan pandang,  sebanyak 10 lapangan pandang., kemudian
ditentukan reratanya. Penentuan rerata trombosit pada sediaan apus darah tepi

dilakukan oleh 2 pemeriksa.

3.7.5. Penentuan Faktor Estimasi
Dart masing-masing sampel, ditentukan rasio jumlah trombosit menurut
alat hitung sel otomatis dan rerata trombosit. Hasil dari langkah tersebut, dijumiah

seluruhnya dan dibagi jumlah sampel yang digunakan Angka yang diperoleh

merupakan faktor estimasi.

3.8. ANALISIS DATA

Data yang akan dianalisis dengan perangkat lunak SPSS PC versi 10,0
yaitu ; penentuan rerata trombosit oleh 2 pemeriksa menggunakan uji normalitas
data Kolmogorov Smirnov ditanjutkan uji beda t berpasangan.

Faktor estimasi ditentukan secara manual berdasarkan rumus yang
memperhitungkan jumlah trombosit sesuai ce/! counter dan rerata trombosit

perlapangan pandang pembesaran objektif 100 x mikroskop FN 18.
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W BABIV
HASIL PENELITIAN DAN PEMBAHASAN

Penelitian dilakukan di laboratorium Patologi Klinik RS Kariadi dengan
Jjumlah sampel yang memenuhi persyaratan sebanyak 75.

Sampel diperoleh dari 40 pasien laki-laki dan 35 pasien wanita dengan
umur berkisar antara 2 hari sampai 75 tahun. Pasien dewasa (umur >14 tahun)
menduduki jumlah terbanyak (88%) dan paling sedikit pasien bayi (umur 0-1

tahun) sebanyak 3% (tabel 3).

Tabel 3. Distribusi pasien menurut jenis kelamin dan umur.

Jenis Kelamin Laki-laki Wanita
Usia (thn) 0-1 >1-14 >14 0-1 >1-14 >14
Jumlah 1 5 34 1 2 32
Prosentase 1,5% 6% 46% | 1,5% 3% 42%

Diagnosis pasien sesuai formulir permintaan tertera pada tabel 4, dimana
CRF (Chronic Renal Failure) menduduki sebab terbanyak. Pasien CRF pada
penelitian ini menjalani hemodialisis kronik, sehingga trombositopenia disebabkan

efek pemberian heparin (heparin induced thrombocytopenia),
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. Tabel 4, Diagnosis pasien sesuai formulir permintaan laboratorium. .. _ . . . ... .. ... .

Diagnosis Jumlah  Prosentase
CRF 23 31%
DHF 8 9%
Sirosis Hepatis 6 8%
Sindroma nefrotik 2 3%
TB paru 2 3%
ATHA 2 3%
Lain-lain (DM, hipertensi, ITP, observasi pansitopenia, 32 . 43%

diagnosis tak ditulis)

_ Penentuan faktor estimasi diawali dengan melakukan hitung trombosit,
dilanjutkan pembuatan SADT untuk masing-masing sampel.

Hasil hitung trombosit terendah 17x10%/L dan tertinggi 140x10°/L, 48 %
diantaranya <50-100x10°/L. Derajat trombositopenia ini akan mempengaruhi
tindakan yang diambil oleh klinisi karena berkaitan erat dengan berat ringannya
komplikasi perdarahan. Pada umumnya hasil hitung trombosit 50-<150x10%/L
mempunyai manifestasi klinik ringan seperti petekie atau purpura."'*'® Perdarahan
spontan dapat terjadi pada jumlah trombosit 20-50x10°/L,”" terutama pada pasien
dengan trauma atau pembedahan. Jumlah trombosit kurang dari 20x10°/L akan
mengakibatkan perdarahan yang berat khususnya bila terdapat penyakit lain yang

mendasari, ¥

33




_Tabel 5. Distribusi jumlah trombosit pasien trombositopenia ... . ... oo o o i

Jumlah trombosit

Jumlah pasien Prosentase
(x1 0° ) umlah pasi
<20 2 3%
20-50 8 11%
>50-100 29 38%
>100-<150 36 48%

Sebelum pembuatan SADT, tabung sampel darah terlebih dahulu dipilin
sehingga trombosit terdistribusi dengan baik. Jumlah trombosit dihitung di zona V
dimana eritrosit tersusun bebas dan tidak berdesakan atau bertumpuk (gambar 4)
dengan pembesaran objektif 100x sebanyak 10 lapangan pandang. Adanya
trombosit bergerombol dan atau giam platelet (gambar 5 dan 6) tidak dimasukkan
dalam penelitian ini karena bentuk tersebut tidak terhitung oleh alat hitung
otomatis.

Nilai rerata trombosit yang diperoleh yaitu 4,420 dengan simpang baku
1,557. Dengan uji beda paired 1-test antara 2 pemeriksaxdiperoleh hasil p = 0,158
dan t = -1,428. Jadi antara pemeriksa 1 dan 2 tidak berbeda secara bermakna
Data yang diperoleh berdistribusi normal berdasarkan uji normalitas data

Kolmogorov-Smirnov .
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Keterangan:
Gambar 4a.
4b.
Gambar 5.
Gambar 6.

Gambar 5. Gambar 6.

Diambil dari : data primer penelitian

Susunan eritrosit di zona V (objektif 100 x).
Susunan eritrosit di zona V (objektif 40 x).

Gerombolan trombosit (clumping platelets) di zona VI-ekor.

Giant platelet di zona IV-V.
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... .. Hasil hitung trombosit dan. rerata trombosit- perlapangan- pandang- yang- -

diperoleh ditampilkan pada tabel untuk mempermudah menentukan rasio antara

keduanya (tabel 5, selengkapnya di lampiran 2 ).

Tabel 5. Penentuan faktor estimasi jumiah trombosit berdasarkan rasio hitung

trombosit dan rerata trombosit perlapangan pandang objektif 100x.

No uvrut Jumlah trombosit Rerata trombosit Rasio jml
(x 10°/L) perlapangan pada SADT | trombositdan rerata
{a) (b) trombosit (a/b)
1 96 4,00 24,00
dst

Jumlah total rasio hitung trombosit terhadap rerata trombosit
Rumus faktor estimasi =

Besar sampel

Berdasarkan perhitungan diperoleh ; 1654,01 - 22,05 =22

75

Jadi faktor estimasi untuk mikroskop FN 18 adalah 22, artinya 1 trombosit

pada lapangan pandang objektif 100x setara dengan 22 x 10°/L.

Faktor estimasi ini selanjutnya diaplikasikan untuk menentukan estimasi

jumlah trombosit pada sediaan apus darah tepi pasien trombositopenia.  Sebagai

contoh; rerata trombosit perlapangan pandang = 5, maka estimasi jumlah

trombosit =5x22x10%/L=110x10%L.  Dari perhitungan tersebut dapat diketahui
ada atau tidaknya perbedaan antara hasil hitung trombosit yang diperoleh dan
estimasi jumlah trombosit. Apabila ada perbedaan yang mencolok antara
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--keduanya,- maka-harus--diperhatikan--adanya-kemungkinan -kesalahan-alat -dalam— -~ - - =

‘mengenali’ trombosit, misalnya trombosit bergerombol, giant platelets dan
sebagainya. Kemungkinan lain berasal dari proses praanalitik, analitik dan
posanalitik. Kesalahan praanalitik misalnya sampel tertukar, kesalahan menulis
identitas atau bekuan pada sampel.  Kesalahan analitik dapat terjadi bila SADT
tidak memenuhi persyaratan atau kerusakan alat hitung yang dipakai. Kesalahan
posanalitik misalnya kesalahan penulisan hasil hitung trombosit.

Laboratorium yang memakai FN lebih besar dari 18 harus memakai angka
konversi supaya hasil pemeriksaan setara dengan faktor estimasi yang telah
diperoleh. FN 20 mempunyai angka konversi 0,9 terhadap FN 18, dan FN 22
mempunyai angka konversi 0,81. Sebagai contoh, bila dengan mikroskop FN 20
diperoleh rerata trombosit 5 perlapangan pandang, maka estimasi jumlah trombosit
=0,9%x22x5x 10°%/L =99 x 10°/L.

Estimasi jumlah trombosit dapat digunakan sebagai pelaporan hasil,
apabila tidak tersedia alat hitung trombosit, dengan syarat dilakukan oleh

pemeriksa yang memiliki bekal pengetahuan dan latihan yang cukup.

37




5.1,

5.1.1.

5.12.

5.2

KESIMPULLAN DAN SARAN

KESIMPULAN

Jumlah trombosit dari 75 sampel pasien trombositopenia berkisar antara 17-
140x10°/L.,

Penentuan rerata trombosit perlapangan pandang objektif 100x di zona V

dengan mikroskop FN 18 memperoleh nilai rerata 4,420 dengan simpang

baku 1,557.

. Faktor estimasi jumlah trombosit pada sediaan apus darah tepi pasien

5.2.1.

52.2.

trombositopenia yang ditetapkan sesuai alat hitung Sysmex KX-21 dan

mikroskop FN 18 yaitu 22.

SARAN

Laboratorium dapat memakai faktor estimasi 22 untuk menentukan
estimasi jumlah trombosit dengan angka konversi sesuai FN mikroskop
yang dipergunakan.

Estimasi jumlah trombosit dapat diéunakan sebagai pelaporan hasil hitung

trombosit apabila tidak tersedia fasilitas hitung trombosit.
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BAB VI

Pemeriksaan  hitung trombosit yang akurat, terutama  untuk
trombositopenia sangat diperlukan karena berkaitan erat dengan risiko perdarahan.
Hitung trombosit secara otomatis sejauh ini dipercaya lebih akurat dibanding
manual. Beberapa kesalahan hitung trombosit tidak dapat dihindari meski pada alat
yang canggih sekalipun, karena ukuran sel yang kecil dan rentan suasana in vitro,

Kesulitan memperoleh hasil hitung trombosit yaﬁg tepat membuat para ahli
tetap melakukan cross check untuk mengetahui ada tidaknya perbedaan antara hasil
yang ada dengan estimasi jumlah trombosit pada sediaan apus darah tepi (SADT).
Perbedaan yang mencolok antara keduanya juga harus ditindaklanjuti dengan
menelusuri sumber kesalahan, mulai dari praanalitik sampai posanalitik.

Penentuan faktor estimasi seharusnya menyesuaikan dengan peralatan yang
dimiliki oleh suatu laboratorium, terutama Jield mumber (FN) mikroskop yang
mempengaruhi luas lapangan pandang.  Selama ini dipakai metode Barbara
Brown, yaitu rerata trombosit perlapangan pandang dikalikan dengan faktor
20.000/mm>. Metode ini tidak mencantumkan FN mikroskop yang dipakai.

Penelitian pendahuluan tentang penentuan faktor estimasi yang dilakukan
penulis mendapatkan angka 18x10°/L untuk setiap 1 trombosit perlapangan
pandang objektif 100x dengan mikroskop FN 18. Faktor estimasi tersebut
diperoleh dari sejumlah sampel trombosit normal dan diaplikasikan pada sejumlah
sampel trombositopenia dan trombositosis.  Estimasi Jumlah trombosit pada

sejumlah sampel trombositosis sesuai dengan hasil hitung trombosit menurut alat
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.. otomatis. (t=0,550.dengan p=0,587), . sedangkan pada. trombositopenia.tidak sesuai.........

(t=7,078 dengan p<0,05).

Berdasarkan hasil penelitian pendahuluan dan pentingnya penentuan status
trombositopenia yang tepat, penelitian dilanjutkan untuk menentukan faktor
estimasi jumlah trombosit pada SADT pasien trombositopenia. Faktor estimasi
ditentukan berdasarkan sejumlah sampel trombositopenia sesuai peralatan yang ada
di laboratorium Patologi Klinik RS Kariadi, yaitu mikroskop FN 18 dan automatic
cell counter Sysmex KX-21.

Penelitian ini memakai 75 sampel trombositopenia, dilanjutkan dengan
pembuatan SADT masing-masing sampel, untuk menentukan rerata trombosit
perlapangan pandang pembesaran objektif 100x. SADT dibuat sebaik mungkin
dengan trombosit yang tersebar merata. Trombosit yang bergerombol dan atau
giant platelet tidak terhitung oleh alat hitung sel otomatis sebagai trombosit,
sehingga tidak diikutkan dalam penelitian ini.

Hasil hitung trombosit berkisar antara 17-146 x 10°/L, dengan distribusi
terbanyak (48%) dari kelompok jumlah trombosit >100-150x10%L. Rerata
trombosit dihitung dari jumlah trombosit 10 lapangan pandang di zona V, dimana
eritrosit tersusun rata dengan bentuk sempurna. Nilai rerata yang diperoleh yaitu
4,420 dengan simpang baku 1,557.

Faktor estimasi ditentukan dengan terlebih dahulu mencari rasio jumlah
trombosit dan rerata trombosit perlapangan pandang.  Total rasio semua sampel
adalah 1654,01, kemudian dibagi dengan besar sampel, sehingga ; 1654,01 : 75

~22.  Jadi faktor estimasi jumlah trombosit pada sediaan apus darah tepi pasien
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- trombesitopenia- sesuai -mikroskop-FN-18 adalah-22; - artinya -1- trombosit pada— -~ == == -

lapangan pandang objektif 100 x setara dengan 22x10°/L. Sesuai perhitungan,
angka konversi untuk mikroskop FN 20 terhadap FN 18 yaitu 0,9 dan FN 22
adalah 0,81. Jadi estimasi jumlah trombosit untuk keduanya masing-masing harus
dikalikan dulu dengan angka tersebut.

Estimasi jumlah trombosit dapat digunakan sebagai pelaporan hasil, bila
tidak tersedia alat hitung trombosit dengan syarat dilakukan oleh pemeriksa yang

berbekal pengetahuan cukup dan sudah terlatih.
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