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ABSTRAK

Latar belakang: Hemolisis dalam specimen serum menyebabkan pelepasan hemoglobin yang dapat
mengganggu akurasi hasil pemeriksaan kimia klinik, termasuk kadar kolesterol. Penambahan reagen anti-Rh
diharapkan dapat mengendapkan eritrosit dan menurunkan kadar hemoglobin bebas sehingga hasil pemeriksaan
kolesterol tidak terpengaruh. Penelitian ini bertujuan untuk mengevaluasi pengaruh penambahan reagen anto-Rh
terhadap hasil pemeriksaan kolesterol pada serum yang mengandung eritrosit.

Metode: Jenis penelitian adalah eksperimental dengan desain static group comparison. Serum hemolisis dengan
kadar hemoglobin 0,53 g/dL, 0,81 g/dL dan 1,03 g/dL diberi tambahan reagen anti-Rh sebanyak 50 uL, 100 pL
dan 200 puL. Kadar kolesterol diperiksa menggunakan metode CHOD-PAP [2]. Data dianalisis dengan uji ANOVA
satu arah dan uji lanjut Post Hoc Duncan.

Hasil: Reagen Anti-Rh dapat mengendapkan dan memisahkan eritrosit dalam serum yang mengandung eritrosit;
Reagen anti-Rh mempengaruhi secara signifikan dalam pemeriksaan kolesterol pada sampel yang mengandung
eritrosit dengan nilai Sig < 0,05 terhadap sampel yang mengandung eritrosit yang tidak ditambahkan reagen anti-
Rh. Kadar Hb 0,53 g/dL. dengan penambahan reagen anti-Rh 200 pL di sampel yang mengandung eritrosit,
memberikan kadar kolesterol yang sama (tidak berbeda signifikan) terhadap kolesterol yang diukur pada serum
normal.

Kesimpulan: Penambahan reagen anti-Rh efektif menurunkan kadar hemoglobin bebas dan mengurangi
interferensi pada pemeriksaan kolesterol, tetapi kadar kolesterol tidak berbeda signifikan dengan serum normal
(p>0,05.
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ABSTRACT

Background: Hemolysis in serum specimens leads to the release of hemoglobin, which can interfere with the
accuracy of clinical chemistry test results, including cholesterol levels. The addition of anti-Rh reagent is expected
to precipitate erythrocytes and reduce free hemoglobin levels, thereby minimizing interference in cholesterol
measurement. This study aims to evaluate the effect of anti-Rh reagent addition on cholesterol test results in serum
containing erythrocytes.

Methods: This was an experimental study with a static group comparison design. Hemolytic serum samples with
hemoglobin concentrations of 0.53 g/dL, 0.81 g/dL, and 1.03 g/dL were treated with 50 uL, 100 uL, and 200 uL
of anti-Rh reagent. Cholesterol levels were measured using the CHOD-PAP method. Data were analyzed using
one-way ANOVA followed by Duncan’s Post Hoc test.

Results: The anti-Rh reagent was able to precipitate and separate erythrocytes from serum samples containing
erythrocytes. The addition of anti-Rh reagent significantly affected cholesterol test results in erythrocyte-
containing samples, with a significance value of p < 0.05 compared to samples without anti-Rh reagent. A
hemoglobin level of 0.53 g/dL treated with 200 uL of anti-Rh reagent resulted in cholesterol levels that were not
significantly different from those measured in normal serum.

Conclusion: The addition of anti-Rh reagent is effective in reducing free hemoglobin levels and minimizing
interference in cholesterol testing. However, the measured cholesterol levels did not differ significantly from those
in normal serum (p > 0.05).

Keywords: Cholesterol levels; serum containing erythrocytes; CHOD-PAP

PENDAHULUAN

Proses pengujian total laboratorium meliputi fase praanalitik, analitis, dan pascaanalitik.
Terdapat bukti yang tak terbantahkan bahwa sebagian besar kesalahan laboratorium terjadi pada fase
praanalisis (61,9 - 68,2%), yang kemudian diikuti oleh kesalahan pada bagian pascaanalisis (18,5 -
23,1%) dan analisis (13,3 - 15%) dari keseluruhan proses pengujian.' Kesalahan terbesar dalam tahap
praanalitik adalah yang berhubungan dengan kualitas spesimen yaitu hemolisis, kasus hemolisis ini
menyumbangkan kesalahan paling besar diantara kasus kasus yang lain.'

Hemolisis adalah proses patologis yang ditandai dengan hilangnya integritas membran sel darah
merah secara prematur yang menyebabkan pelepasan kandungan sitosol, yang sebagian besar terdiri dari
hemoglobin, ke dalam ruang ekstraseluler.”? Berbagai proses penyakit dapat menyebabkan hemolisis
seperti anemia hemolitik, hemoglobinopati, sepsis, dan infeksi parasit (faktor in vivo).® juga Penyebab
terjadinya hemolisis salah satunya diakibatkan kesalahan praanalitik.

Faktor yang paling umum dikaitkan dengan teknik flebotomi dan pemrosesan/transportasi
sampel (faktor in vitro). Ini termasuk penggunaan jarum suntik sempit, penggunaan spuit yang kuat,
pengocokan tabung darah yang terlalu kuat, suhu transportasi spesimen yang tidak tepat, keterlambatan
dalam memisahkan serum/plasma dari sel, dan gaya dan/atau waktu sentrifugasi yang tidak optimal.**

Faktor in vitro dipengaruhi oleh pengalaman dan keterampilan orang yang melakukan flebotomi dan
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juga oleh kepatuhan terhadap praktik yang baik sehubungan dengan transportasi dan pemrosesan
spesimen.’

Plasma atau serum biasanya bening (yaitu, tidak keruh atau berawan) dan berwarna kuning
kekuning-kuningan. Pada spesimen yang diperoleh dengan venipuncture, hemolisis terlihat jelas dengan
warna merah muda atau kemerahan pada plasma atau serum yang telah dipisahkan dari eritrosit.®’

Hemolisis memengaruhi pengujian laboratorium melalui 3 mekanisme utama. Pertama, lisis
eritrosit melepaskan konstituen intraseluler seperti aspartat aminotransferase, laktat dehidrogenase, dan
kalium, yang mengakibatkan konsentrasi analit ini meningkat secara palsu. Kedua, hemolisis
melepaskan protease dari eritrosit yang dapat mendegradasi protein seperti insulin dan troponin jantung,
yang mengakibatkan konsentrasi yang lebih rendah secara palsu. Ketiga, adanya kelebihan hemoglobin
dan konstituen lain dalam plasma/serum (terlihat dari perubahan warna) dapat mengganggu pengukuran
spektrofotometri. Hasil yang tidak akurat dikarenakan warna merah penyebab hemolisis dapat
menggangu penyerapan cahaya pada saat melewati spesimen pada tes spektrofotometri sehingga dapat
mempengaruhi hasil pengukuran kimia, seperti halnya pengukuran kolesterol diakibatkan pigmen merah
hemoglobin.>®

Sistem penggolongan darah yang biasa dikenal adalah sistem ABO (golongan darah A, B, AB,
dan O). Selain itu, ada sistem rhesus yang membagi darah berdasarkan pada ada-tidaknya protein
antigen D (faktor rhesus/Rh) di permukaan sel darah merah. Protein Rh adalah protein transmembran
(melintasi membran sel) yang terdapat di permukaan sel darah merah. Antigen Rh merupakan bagian
dari protein yang diekspresikan pada permukaan membran sel darah merah, fungsi antigen berperan
dalam stabilitas membran sel darah merah.”!°

Penambahan reagen anti-Rh pada serum yang mengalami hemolisis dilakukan dengan tujuan
untuk mengikat hemoglobin bebas yang dilepaskan ke dalam serum akibat pecahnya sel darah merah.
Proses ini dimaksudkan untuk meminimalkan gangguan atau interferensi hemoglobin terhadap hasil
pemeriksaan laboratorium.!! Hasil penelitian sebelumnya menunjukkan terdapat peningkatan kadar
asam urat pada serum yang mengalami hemolisis, dan ditemukan perbedaan yang signifikan antara
kadar asam urat pada serum tanpa hemolisis dan serum hemolisis, termasuk jika dibandingkan dengan
serum hemolisis yang telah ditambahkan reagen anti-Rh.!?

Penelitian ini dilakukan untuk mengatasi masalah tersebut dengan menambahkan reagen anti-
Rh ke dalam serum hemolisis. Reagen ini diharapkan dapat mengikat dan menurunkan kadar
hemoglobin bebas pada sampel hemolisis, sehingga hasil pemeriksaan kolesterol menjadi lebih

akurat.'!3
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Penelitian ini bersifat eksperimen, yaitu mengumpulkan data, melakukan pengujian, dan melihat

hasil pemeriksaan kolesterol darah menggunakan serum dan serum yang mengandung eritrosit dengan

penambahan anti — Rh. Dengan desain penelitian yang digunakan adalah static group comparison yaitu

perbandingan hasil pemeriksaan serum dan serum yang mengandung eritrosit dengan penambahan anti

— Rh dengan volume yang bervariasi.

Sampel terdiri dari serum normal dan serum hemolisis dengan kadar Hb: 0,53 g/dL (Serum A),

0,81 g/dL (Serum B), dan 1,03 g/dL (Serum C). Penambahan reagen anti-Rh dilakukan sebanyak 50 pL,

100 pL, dan 200 pL per 100 pL serum.

Pengukuran kadar kolesterol dilakukan menggunakan metode CHOD-PAP'Y, sementara kadar

hemoglobin dianalisis dengan metode cyanmethemoglobin.!®* Data dianalisis menggunakan ANOVA

satu arah dan uji lanjut Post Hoc Duncan.

HASIL

Tabel 1. Rata-rata Kadar Hb Setelah Penambahan Anti-Rh

Serum Hb Awal 50 uLL 100 pL 200 pLL
A 0,53 g/dL 0,08 0,33 0,36
B 0,81 g/dL 0,20 0,30 0,43
C 1,03 g/dL 0,30 0,38 0,52
Tabel 2. Rata-rata Kadar Kolesterol (mg/dL)
Serum 50 pL 100 pnL 200 pL Serum Normal
A 205,7 182,2 152,4 150,1
B 2259 195,4 165,5
C 245,6 210,9 178,7
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Kolesterol
Subsetfor alpha=0.05
Perlakuan i 1 2 3 4 ] 6 7 g8 9 10 11
Duncan® Serum hemolisis kadar 5 40,6040
Hb 0,53g/dL + Anti Rh 50
mL
Serum hemolisis kadar 5 43,4980
Hh 0,81gidL + Anti Rh 50
mL
Serum hemolisis kadar 5 57,9060
Hb 1,03 gfdL + Anti Rh 50
mL
Serum hemolisis kadar 5 1474620
Hh 0,81gidL + Anti Rh
200 mL
Serum hemaolisis kadar 5 148,2320
Hb 0,81g/dL + Anti Rh
100 mL
Serum hemolisis kadar 5 151,4080
Hh 0,53gidL + Anti Rh
100 mL
Serum hemaolisis kadar [ 162,6760) 152,6760
Hb 0,53g/dL + Anti Rh
200 mL
Serum normal 5 1629880
Serum hemolisis kadar 5 54,3980
Hb 1,03 gfdL + Anti Rh
200 mL
Serum hemolisis kadar 5 156,9920
Hh 1,03 gidL + Anti Rh
100 mL
Serum hemaolisis kadar 5 181,3800
Hb 0,5g/dL
Serum hemolisis kadar 5 2018520
Hh 0, 7g/dL
Serum hemaolisis kadar 5 251,3840
Hb 1 afdL
Sig 1,000 1,000 1,000 233 052 627 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 5,000

Gambar 1. Uji Post Hoc Duncan

PEMBAHASAN
Uji post hoc Duncan dilakukan karena hasil dari uji ANOVA dengan nilai Sig. (0,001) < 0,05

sehingga ada perbedaan yang signifikan,karena adanya perbedaan yang signifikan pada setiap
perlakuan terhadap kadar koletserol dilakukan uji post hoc duncan. Uji post hoc duncan dilakukan
untuk mengetahui perlakuan terhadap kadar kolesterol yang sama ataupun berbeda terhadap serum
hemolisis dan serum normal. Uji post hoc duncan yang dilakukan mendapatkan hasil bahwa kadar
cholesterol pada serum yang mengandung eritrosit (Hb = 0,53 g/dL) dengan penambahan anti — Rh
200ul memberikan kadar kolesterol yang tidak berbeda signifikan terhadap serum normal karena
berada di subset yang sama yaitu subset 6. Jika data yang didapat pada uji post hoc duncan berada
pada subset yang sama maka tidak ada perbedaan yang signifikan antara serum hemolisis (Hb = 0,53
g/dL) dengan penambahan anti — Rh 200ul dengan serum normal. Sedangkan jika berada di subset
yang berbeda menandakan rata — rata hasil kadar kolesterol berbeda signifikan yang artinya belum
mampu memberikan kadar kolesterol yang sama dengan serum normal. Uji post hoc duncan yang
dilakukan semakin kekanan subsetnya kadar cholesterolnya semakin meningkat dan semakin kekiri
subsetnya kadar cholesterolnya semakin menurun.
Berdasarkan hasil analisis data dan uji post hoc maka dapat disimpulkan bahwa : (1) reagen Anti-
Rh dapat mengendapkan dan memisahkan eritrosit dalam serum yang mengandung eritrosit; (2) Reagen

anti-Rh mempengaruhi secara signifikan dalam pemeriksaan kolesterol pada sampel yang mengandung
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eritrosit dengan nilai Sig < 0,05 terhadap sampel yang mengandung eritrosit yang tidak ditambahkan
reagen anti-Rh; (3) Pada penelitian ini kadar Hb 0,53 g/dL dengan penambahan reagen anti-Rh 200 uL
di sampel yang mengandung eritrosit, memberikan kadar kolesterol yang sama (tidak berbeda

signifikan) terhadap kolesterol yang diukur pada serum normal.

KESIMPULAN

Penambahan reagen anti-Rh efektif menurunkan kadar hemoglobin bebas dan mengurangi
interferensi pada pemeriksaan kolesterol. Volume 200 pL anti-Rh pada serum dengan kadar Hb 0,53

g/dL memberikan hasil yang setara dengan serum normal.
Konflik Kepentingan
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