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Abstract

Prothrombin Time (PT) is a coagulation test that is often performed to test blood clotting
through extrinsic and co-pathways. PT examination can be performed by optical and
mechanical methods. Optical methods are affected by lipemic or turbid samples. High speed
centrifugation is one way that can be used for handling lipemic samples. This study aims to
determine whether there is a significant difference between the mean prothrombin time
values of lipemic plasma in optical and mechanical methods after high-speed centrifugation.
This study used a comparative analytical design, comparing the prothrombin time value of
lipemic plasma of optical and mechanical methods after high-speed centrifugation in 10
lipemic samples. The results of the study were tested for data normality, obtained abnormal
data distribution and continued the comparison test of the mean values using the Mann-
Whitney test. Analysis of significance using the Mann-Whitney test obtained a p value of 0.151
(p>0.05) indicating that there is no significant difference between the mean prothrombin time
values of lipemic samples of optical and mechanical methods after high-speed centrifugation
at Harapan Kita Heart and Vascular Hospital. The conclusion of this study is that there is no
significant difference between the mean prothrombin time values of lipemic samples of optical
and mechanical methods after high-speed centrifugation at the Heart and Vascular Hospital of
Harapan Kita.

Keyword: Prothrombin Time, Lipemic Plasma, Optical vs Mechanical Methods, High-Speed
Centrifugation

Abstrak

Prothrombin Time (PT) merupakan pemeriksaan koagulasi yang sering dilakukan untuk menguji
pembekuan darah melalui jalur ekstrinsik dan jalur bersama. Pemeriksaan PT dapat dilakukan
dengan metode optik dan mekanik. Metode optik dipengaruhi oleh sampel lipemik atau keruh.
Sentrifugasi kecepatan tinggi salah satu cara yang dapat digunakan untuk penanganan sampel
lipemik. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui apakah ada perbedaan yang bermakna
antara rerata nilai prothrombin time plasma lipemik metode mekanik dan optik sesudah
sentrifugasi kecepatan tinggi. Penelitian ini menggunakan desain analitik komparatif yaitu
membandingkan nilai prothrombin time plasma lipemik metode mekanik dan optik setelah
sentrifugasi kecepatan tinggi pada 10 sampel lipemik. Hasil penelitian dilakukan uji normalitas
data, didapatkan distribusi data tidak normal dan dilanjutkan uji perbandingan rerata nilai
menggunakan uji Mann Whitney. Analisis kemaknaan menggunakan uji Mann -Whitney didapat
nilai p yaitu 0,151 (p>0,05) menunjukan tidak terdapat perbedaan yang bermakna antara rerata
nilai prothrombin time sampel lipemik metode mekanik dan optik sesudah sentrifugasi
kecepatan tinggi. Simpulan penelitian ini adalah tidak terdapat perbedaan bermakna antara
rerata nilai prothrombin time sampel lipemik metode mekanik dan optik sesudah sentrifugasi
kecepatan tinggi

Kata kunci: Waktu Protrombin, Plasma Lipemik, Metode Optik dan Mekanik, Sentrifugasi
Kecepatan Tinggi
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PENDAHULUAN

Sampel plasma lipemik menghadirkan tantangan bagi laboratorium klinis
yang menggunakan alat koagulasi dengan metode optik karena penyebaran dan
penyerapan cahaya dapat meningkat sehingga mengurangi transmisi cahaya. Hal
ini dapat mengakibatkan tanda kesalahan instrumen, perlunya pengamatan
visual terhadap kurva koagulasi atau, jika terdapat lipemia berat, instrumen
tidak dapat mengeluarkan hasil koagulasi (Gardiner et al., 2020).

Dalam hal ini, ada beberapa alternatif yang salah satunya adalah
pengujian ulang dengan alat hemostasis mekanik. Namun hal ini tentu akan
menyebabkan keterlambatan dalam memperoleh hasil, sehingga dapat
menunda waktu tunggu hasil, dan menunda diagnosis atau pengobatan.
Alternatif lainnya untuk menangani sampel lipemik, yaitu : ultrasentrifugasi,
pengenceran sampel, dan flokulasi lipoprotein (Handriani et al., 2022).

Ultrasentrifugasi sampel (100.000-2.000.000x g) dapat memisahkan lipid
secara efektif dan memfasilitasi penentuan analit. Ultrasentrifugasi
memerlukan penggunaan peralatan yang tidak tersedia di sebagian besar
laboratorium. Sentrifugasi kecepatan tinggi adalah salah satu metode pilihan
untuk menghilangkan lipemia sebagai alternatif pengganti ultrasentrifugasi.
Lipoprotein besar (kilomikron) dapat dipisahkan dalam serum/plasma dengan
sentrifugasi kecepatan tinggi (10.000-15.000x g )(Fernandez Prendes et al.,
2023).

Penelitian Aggarwal et al., (2014) menginformasikan terdapat perbedaan
dalam pengukuran PT dan APTT menggunakan metode optik dan mekanik
dengan menggunakan sampel keruh(7). Penelitian Castro-Castro et al., (2018)
menginformasikan sentrifugasi kecepatan tinggi dengan kecepatan 10.000 x g
selama 15 menit efektif untuk menjernihkan serum atau plasma lipemik yang
dapat mengganggu hasil pemeriksaan laboratorium sebagai pengganti
ultrasentrifugasi(Fernandez Prendes et al., 2023).

Penelitian Gardiner et al., (2020) menginformasikan sentrifugasi
kecepatan tinggi dengan kecepatan 10.000 g selama 10 menit efektif untuk
mengurangi lipemia sehingga memungkinkan pengujian pada penganalisis

koagulasi optik tanpa menimbulkan perbedaan nilai aktivitas PT, APTT,
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fibrinogen, D-dimer, atau VWF yang signifikan secara klinis(Gardiner et al.,
2020).

Dikarenakan harganya yang mahal, tidak semua laboratorium memiliki
alat sentrifugasi kecepatan tinggi untuk penanganan pemeriksaan serum
lipemik. Berdasarkan latar belakang di atas, maka penulis ingin menganalisis
perbedaan nilai prothrombin time plasma lipemik metode mekanik dan optik
sesudah sentrifugasi kecepatan tinggi, yang nantinya dapat bermanfaat untuk
mempersingkat Turn Around Time (TAT) pemeriksaan plasma lipemik di
laboratorium dan memberikan hasil yang tepat terhadap pemeriksaan

prothrombin time dengan sampel lipemik.

BAHAN DAN METODE

Penelitian ini menggunakan spesimen darah vena yang diambil dengan
tabung biru berisi antikoagulan Na sitrat. Reagen yang disiapkan adalah sampel
cleaner 1 dan 2 untuk membersihkan sistem alur cairan yaitu prube dan cuvette
dari sisa reagen atau plasma sebelumnya dan reagen PT yaitu Dade innovin
untuk memicu proses koagulasi pada plasma. Populasi dan sampel yang dipilih
adalah sampel plasma sitrat lipemik pasien rawat jalan yang melakukan
pemeriksaan prothrombin time di Rumah Sakit Jantung dan Pembuluh Darah
Harapan Kita pada bulan April-Juli 2024. Sampel dipilih secara non-probability
sampling dengan pengambilan sampel yang memenuhi syarat keterwakilan atas
populasinya.

Jumlah sampel untuk pemeriksaan ditentukan dengan menghitung selisih
rerata dan simpangan baku yang diambil dari kepustakaan penelitian
sebelumnya (15). Berdasarkan perhitungan melalui standar deviat baku a=1,96
dan B= 1,282, didapatkan jumlah sampel minimal yang diperlukan sebanyak 8.
Lalu untuk mencegah kehilangan sampel, ditambahkan lagi 20% sehingga total
akhir yang diperlukan untuk penelitian ini adalah minimal 10 sampel.

Kriteria inklusi pada penelitian ini meliputi sampel plasma yang
menunjukkan lipemia , sedangkan untuk kriteria eksklusi nya adalah sampel

plasma hemolisis atau ikterik
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1. Tahapan dan prosedur penelitian

Penelitian ini menggunakan data hasil pemeriksaan laboratorium yang
sudah memperoleh izin etik untuk melindungi subyek penelitian dan
memberikan jaminan bahwa penelitian telah memperhatikan aspek etika,
hukum, sosial dan nonklinis. Penelitian ini adalah penelitian analitik komparatif
yaitu membandingkan nilai Prothrombin Time pada sampel lipemik dengan
metode optik dan mekanik. Sepuluhsampel disentrifugasi dalam satu waktu
bersamaan dan dilakukan pengamatan serta penanganan pada sampel yang
menunjukkan lipemik.

Sampel yang berasal dari spesimen darah vena di tabung biru dengan
antikoagulan disentrifus menggunakan Rotofix 32 A di kecepatan 3600 x g
selama 10 menit. Kemudian dilakukan pengamatan pada plasma untuk melihat
lipemik dan disentrifugasi lagi dengan eppendorf 5430R dengan kecepatan
10000 x g selama 15 menit menggunakan microtube eppendorf. Setelah itu,
lapisan plasma yang jernih di bagian bawah dipipet dan siap untuk dilakukan
pemeriksaan nilai prothrombin time metode optik.

Pemeriksaan metode optik dilakukan setelah daily maintenance,
persiapan reagen, kalibrator, kontrol reagen dan kalibrasi telah memenuhi
standar.

2. Metode pengukuran

Pengukuran dilakukan terhadap waktu prothrombin Time dalam satuan
detik menggunakan metode optik dan mekanik. Hasil pengukuran data dianalisis
dan dibandingkan secara statistik untuk menentukan apakah ada perbedaan
klinis yang bermakna. Pemeriksaan Prothrombin Time menggunakan nilai
rujukan normal selama 9,9 - 11,8 detik.

3. Metode Pemeriksaan

Prinsip PT pada pemeriksaan ini adalah mengukur waktu ketika
fibrinogen berubah menjadi fibrin setelah ditambahkan faktor jaringan yaitu
tromboplastin (ekstrak otak) dan ion kalsium pada plasma sitrat.

Pada pemeriksaan metode optik dilakukan sentrifugasi kedua dengan
kecepatan tinggi lalu diperiksa di alat coagulation analyzer. Prinsip deteksi

optik pada campuran plasma dan reagen dipaparkan dengan cahaya dan panjang



385 |

gelombang 660 nm. Kekeruhan darah selama proses koagulasi dideteksi sebagai
perubahan intensitas cahaya yang terhambur dan digambarkan dengan kurva
koagulasi hingga waktu koagulasi dapat ditemukan. lalu cahaya yang terhambur
ditangkap oleh photodioda dan mengkonversi cahaya tersebut menjadi sinyal
elektrik. Sinyal disimpan dan dihitung menggunakan komputer mikro sebagai

waktu koagulasi.

Kelebihan metode ini dapat digunakan berulang kali karena tidak ada
kontak langsung sampel dengan sumber dan sensor cahaya namun
kekurangannya adalah gangguan dari sampel yang hemolisis, lipemik dan ikterik
dapat mengganggu deteksi optik untuk mendeteksi perubahan kecil dari cahaya
saat pembekuan darah berlangsung dan dapat menyebabkan kesalahan pada

interpretasi hasil.

Pada pemeriksaan mekanik, bekuan mekanis melibatkan pemantauan
pergerakan bola baja di dalam larutan uji yang menggunakan sensor magnetik.
Saat pembekuan terjadi, untaian fibrin yang terbentuk mengubah pergerakan
bola dan terdeteksi oleh sensor. Lalu, waktu yang dibutuhkan untuk titik akhir
koagulasi dihitung dalam hitungan detik. Kelebihan metode ini adalah tidak
terpengaruhi oleh turbiditas sampel karena sistemnya menggunakan perubahan
fisik atau konduktivitas sehingga bisa digunakan sebagai pembanding terhadap
hasil pemeriksaan prothrombin time dengan metode optik.

4. Metode Analisis data

Data hasil pemeriksaan prothrombin time (PT) pada 10 sampel dengan
metode optik dan 10 sampel dengan metode mekanik dianalisis secara statistik
untuk mengetahui apakah ada perbedaan bermakna klinis antara kedua metode
tersebut. Analisis data dilakukan melalui dua tahap yaitu, pengujian normalitas
data dan uji perbedaan rata-rata. Jika distribusi data normal maka digunakan
uji T Independen, sedangkan jika distribusi data tidak normal maka digunakan

uji Mann Whitney. nilai p<0.05 dianggap bermakna secara statistik.
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Gambar 1 Distribusi frekuensi nilai prothrombin time metode optik dan mekanik

Tabel 1 Deskripsi Statistik Nilai Prothrombin Time Metode Optik dan Mekanik

N Minimum Maximum  Mean
Metode 10 10.1 33.2 17.14
Optik
Metode 10 12.3 43.6 21.16
Mekanik

Dapat dilihat pada tabel 1 di deskripsi statistik menghasilkan Nilai Prothrombin
Time metode optik nilai minimal didapat 10,1 detik, nilai maksimal didapat
33,2 detik, dengan rata-rata 17,14 detik. Pada metode mekanik didapat nilai
minimal 12,3 detik, nilai maksimal didapat 43,6 detik, dengan rata-rata 21,16
detik.

Tabel 2 Tes normalitas data statistik Nilai Prothrombin Time metode optik dan mekanik

Metode Shapiro-Wilk
Pemeriksaan
Statistic df Sig.
Nilai Optik 794 10 012
Prothrombin )\ fekanik 817 10 024

Time

Hasil penelitian dilakukan uji normalitas data, didapatkan nilai signifikansi
rerata Nilai Prothrombin Time metode optik sebesar p = 0,012 (p<0,05) dan nilai
signifikansi rerata Nilai pada metode mekanik sebesar p = 0,024 (p<0,05). Data
tersebut menunjukkan nilai p < 0.05 sehingga disimpulkan data pada rerata Nilai
Prothrombin Time metode optik dan mekanik tidak terdistribusi normal. Uji
hipotesis yang digunakan pada penelitian ini adalah uji non parametrik (uji
Mann-Whitney).
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Tabel 3 Analisis statistik Mann-Whitney, perbandingan Nilai Prothrombin Time
metode optik dan mekanik

Nilai Prothrombin Time

Mann-Whitney U 31.000
Wilcoxon W 86.000
Z -1.437

Asymp. Sig. (2-tailed) 151

Berdasarkan tabel hasil uji Mann-Whitney pada perbandingan rerata nilai
prothrombin time metode optik dengan metode mekanik dengan a = 0.05
didapatkan p Value Asymp. Sig. (2-tailed) 0,151 yang berarti p > a (0.05),
sehingga HO diterima artinya tidak ada perbedaan rerata nilai prothrombin time
plasma lipemik metode mekanik dan optik sesudah sentrifugasi kecepatan
tinggi.

Maka berdasarkan pengolahan data secara statistik antara kedua metode
tidak terdapat perbedaan bermakna, sehingga metode optik dapat digunakan

pada sampel lipemik setelah diproses dengan sentrifugasi kecepatan tinggi.

DISKUSI

Berdasarkan tabel 1 pada metode optik didapatkan bahwa rerata nilai
prothrombin time 17,14 detik, dengan nilai prothrombin time terendah 10,1
detik dan nilai prothrombin time tertinggi 33,2 detik. Pada metode mekanik
rerata nilai prothrombin time 21,16 detik, dengan nilai prothrombin time
terendah 12,3 detik dan nilai prothrombin time tertinggi 43,6 detik.
Berdasarkan buku manual reagen (2021), rentang nilai normal nilai prothrombin
time metode optik yaitu 9,11 - 11,8 detik (Healthineers Siemens, 2021).
Berdasarkan buku manual reagen (2019) rentang nilai normal nilai prothrombin
time metode mekanik adalah 11,7 - 15,1 detik (Stago Diagnostica S.A.S., 2019),
sehingga disimpulkan rata-rata nilai prothrombin time pada penelitian ini, baik
pada metode optik dan mekanik diatas nilai normal. Data penelitian didapatkan
nilai prothrombin time dalam batas normal dan diatas normal. Pada penelitian
ini didapatkan hasil pada metode optik lebih rendah dibandingkan dengan

metode mekanik, hal ini dikarenakan perbedaan nilai normal dari kedua
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metode, namun secara klinis tidak ada perbedaan hasil antara kedua metode
tersebut(Healthineers Siemens, 2021; Stago Diagnostica S.A.S., 2019).

Berdasarkan tabel 2 didapatkan hasil uji normalitas dengan menggunakan
uji Shapiro-Wilk didapatkan nilai sig atau p value rerata Nilai Prothrombin Time
metode optik adalah 0,012 (p<0,05) dan Nilai Prothrombin Time metode
mekanik 47 sebesar p = 0,024 (p<0,05) yang berarti data terdistribusi tidak
normal. Uji normalitas ini menggunakan Shapiro-Wilk karena sampel yang
digunakan <50 sampel. Berdasarkan hasil uji normalitas, didapatkan bahwa data
terdistribusi tidak normal sehingga dilanjutkan dengan uji non parametrik (uji
Mann-Whitney). Berdasarkan tabel 4.3 hasil uji Mann-Whitney dengan a 0,50
didapatkan nilai p value 0,151 (p>0,05) sehingga dapat diputuskan bahwa Ho
diterima, artinya pada tingkat kepercayaan 95% menunjukkan tidak ada
perbedaan bermakna antara rerata nilai prothrombin time plasma lipemik
metode mekanik dan optik sesudah sentrifugasi kecepatan tinggi. Hal ini tidak
sejalan dengan hasil penelitian sebelumnya, yang dilakukan oleh Aggarwal et
al., (2014) yang menyebutkan terdapat perbedaan dalam pengukuran PT dan
APTT menggunakan metode optik dan mekanik pada alat analisis koagulasi
dengan mengacu pada sampel lipemik(Aggarwal et al., 2014).Perbedaan hasil
penelitian dapat disebabkan karena pada penelitian Aggarwal et al., (2014)
tidak dilakukan sentrifugasi sampel sebelum pemeriksaan PT, sehingga sampel
yang digunakan pada metode optik merupakan sampel lipemik yang keruh. Pada
penelitian ini dilakukan sentrifugasi kecepatan tinggi terlebih dahulu pada
sampel lipemik(Aggarwal et al., 2014).

Sampel lipemik disebabkan oleh akumulasi lipoprotein, terutama
lipoprotein densitas sangat rendah (VLDL) dan kilomikron. Kilomikron
merupakan partikel lipoprotein terbesar (70-1000 nm) dan menyebabkan
kekeruhan paling besar pada sampel. Penelitian Castro-Castro et al., (2018),
menginformasikan sentrifugasi kecepatan tinggi dapat digunakan sebagai
pengganti ultrasentrifugasi. Sentrifugasi kecepatan tinggi dilakukan pada
kecepatan 48 10000 x g selama 15 menit, efektif untuk menjernihkan serum
atau plasma lipemik yang dapat mengganggu hasil pemeriksaan laboratorium.

Setelah sentrifugasi kecepatan tinggi, kilomikron dan VLDL akan berada di
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bagian atas tabung karena kepadatannya yang rendah, sedangkan komponen
lainnya akan didistribusikan tergantung pada polaritasnya. Komponen
hidrofobik terdistribusi dalam fase lipid (bagian atas tabung) sedangkan
komponen hidrofilik terdistribusi dalam fase air (bagian bawah tabung),
sehingga pada bagian infranatan akan dipisahkan untuk dilakukan pemeriksaan
PT pada metode optik(Castro-Castro et al., 2018).

Metode optik pada alat otomatis dapat melakukan pendeteksian terhadap
kekeruhan plasma yang berubah pada saat tahapan koagulasi menjadi intensitas
cahaya yang berubah diperoleh dari fotodioda. Kelebihan metode optik adalah,
apabila digunakan alat otomatisasi, maka prosedur pengerjaan lebih ringkas,
sehingga hasil yang diperoleh lebih teliti, tepat dan cepat. Kekurangan dari
metode optik adalah variasi hasil yang cukup besar dapat terjadi pada sampel
hemolisis dan dapat mempercepat proses koagulasi dikarenakan pengaktifan
faktor-faktor jaringan. Waktu koagulasi dapat memanjang apabila terjadi
kesalahan pada reagensia, seperti waktu dan suhu penyimpanan serta prosedur
penggunaannya. Sampel lipemik memperpanjang proses koagulasi dikarenakan
adanya kekeruhan (Ramadhani,2021). Metode mekanik pada penelitian ini
menggunakan alat STA R MAX 2 yang memiliki sistem pendeteksi bekuan
mekanik, dengan cara pemantauan pergerakan bola baja didalam larutan uji
menggunakan sensor magnetik. Kelebihan dari metode mekanik adalah tidak
dipengaruhi oleh keadaan sampel ikterik dan lipemik(Ramadhani,2021). Hal ini
dapat dijadikan sebagai saran untuk laboratorium klinik dalam pemilihan alat
koagulasi. Pada penelitian didapat hasil rata-rata nilai prothrombin time pada
plasma lipemik setelah sentrifugasi kecepatan tinggi dengan metode optik
17,14 detik dan pada metode mekanik 21,16 detik. Berdasarkan uji normalitas
dan uji hipotesis yang telah dilakukan maka dapat diketahui bahwa tidak ada
perbedaan rerata nilai prothrombin time sampel lipemik metode optik dan

mekanik sesudah sentrifugasi kecepatan tinggi.

KESIMPULAN

Hasil penelitian menunjukkan bahwa tidak terdapat perbedaan bermakna

antara nilai prothrombin time metode optik dan mekanik pada sampel lipemik
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setelah dilakukan sentrifugasi kecepatan tinggi. Pemeriksaan metode optik
tetap menunjukkan reliabilitas yang baik apabila proses pra-analitik dilakukan
dengan benar, sehingga metode ini dapat tetap digunakan pada laboratorium
yang memiliki keterbatasan alat mekanik. Penelitian selanjutnya disarankan
untuk membandingkan kedua metode pada jenis sampel abnormal lainnya,

seperti sampel ikterik, untuk memperluas verifikasi hasil.
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