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ABSTRACT

Prothrombin Time (PT) and activated Partial Thromboplastin Time (aPTT) examinations are routine coagulation
examination parameters that are useful for determining the ability of the blood clotting mechanism in the body. In
PT and aPTT examinations, the pre-analytical stage is very important to obtain valid examination results including
in terms of temperature and duration of sample storage. The purpose of this study was to analyze the effect of
temperature and duration of citrate plasma sample storage on PT and aPTT examination results. This study was
conducted using ten blood samples from normal individuals. The samples studied were citrate plasma stored at
refrigerator and freezer temperatures for 24 hours and 48 hours, then the results were compared with direct
examination to see the effect of temperature and storage duration on PT and aPTT examinations. The results of the
analysis showed that storing citrate plasma at refrigerator and freezer temperatures for 24 hours and 48 hours did
not significantly affect PT examinations and significantly affected aPTT examinations. The aPTT value extended by
about 3 to 4 seconds after the sample was stored for 24 hours and 48 hours at refrigerator temperature. Meanwhile,
in freezer temperature storage, the aPTT value extends about 1 to 2 seconds after 24 hours and 48 hours. This study
concluded that temperature and duration of citrate plasma storage affect the results of aPTT examination.
Keywords: prothrombin time; activated partial thromboplastin time; coagulation examination; temperature;
storage duration
ABSTRAK

Pemeriksaan Prothrombin Time (PT) dan activated Partial Thromboplastin Time (aPTT) merupakan parameter
pemeriksaan koagulasi rutin yang berguna untuk mengetahui kemampuan mekanisme pembekuan darah dalam
tubuh. Pada pemeriksaan PT dan aPTT, tahap pre-analitik menjadi sangat penting untuk mendapat hasil
pemeriksaan yang valid termasuk dalam hal suhu dan lama waktu penyimpanan sampel. Tujuan dari penelitian
ini adalah menganalisis pengaruh suhu dan lama penyimpanan sampel plasma sitrat terhadap hasil pemeriksaan
PT dan aPTT. Penelitian ini dilakukan menggunakan sepuluh sampel darah dari individu normal. Sampel yang
diteliti adalah plasma sitrat yang disimpan pada suhu refrigerator dan suhu freezer selama 24 jam dan 48 jam
kemudian hasilnya dibandingkan dengan pemeriksaan langsung untuk melihat pengaruh suhu dan waktu simpan
terhadap pemeriksaan PT dan aPTT. Hasilnya analisis menunjukkan bahwa penyimpanan plasma sitrat pada suhu
refrigerator dan freezer selama 24 jam dan 48 jam tidak berpengaruh terhadap pemeriksaan PT secara signifikan
dan berpengaruh signifikan pada pemeriksaan aPTT. Nilai aPTT memanjang sekitar 3 sampai 4 detik setelah
sampel disimpan selama 24 jam dan 48 jam pada suhu refrigerator. Sedangkan pada penyimpanan suhu freezer,
nilai aPTT memanjang sekitar 1 sampai 2 detik setelah 24 jam dan 48 jam. Penelitian ini menyimpulkan bahwa
suhu dan lama penyimpanan plasma sitrat berpengaruh terhadap hasil pemeriksaan aPTT.

Kata kunci: prothrombin time; activated partial thromboplastin time; pemeriksaan koagulasi; suhu; waktu
penyimpanan

PENDAHULUAN

Kualitas hasil laboratorium tidak terlepas dari tahapan-tahapan yang saling terkait yaitu tahapan pra-
analitik, analitik, dan pasca-analitik. Dalam hal ini, langkah pra-analitik menjadi sangat penting karena merupakan
tahapan paling awal yang menentukan keberhasilan suatu pemeriksaan. Tahapan pra-analitik memiliki peluang
kesalahan paling besar dibanding tahapan lainnya,® tidak terkecuali pada pemeriksaan koagulasi khususnya
pemeriksaan Prothrombin Time (PT) dan activated Partial Thromboplastin Time (@PTT). Dua para meter
pemeriksaan ini berfungsi untuk mengetahui kemampuan mekanisme hemostasis pada tubuh sesorang.

Pemeriksaan PT dan aPTT tidak terlepas dari timbulnya kesalahan-kesalahan pada tahap pra-analitik
termasuk pada proses tranportasi, preparasi, dan penyimpanan sampel yang dapat mempengaruhi komponen-
komponen dalam sampel dan berdampak pada hasil pemeriksaan.® Pemeriksaan PT memiliki dua tujuan yaitu
untuk mengetahui adanya kelainan pada jalur ekstrinsik dan jalur bersama pada sistim koagulasi yakni fibrinogen,
prothrombin, faktor V, VII, atau X serta untuk memantau terapi antikoagulan oral.® Sedangkan pemeriksaan
aPTT berguna untuk mengetahui adanya kelainan bawaan atau defisiensi faktor koagulasi pada jalur instrinsik
yakni faktor VIII, 1X, XIl, XIllI, prekalikrein, high-molecular-weight kininogen (HMWK) dan komponen-
komponen jalur bersama (fibrino%;en, prothrombin, faktor V dan X. Selain itu, pemeriksaan aPTT dapat digunakan
untuk memantau terapi heparin.®

Berkaitan dengan faktor-faktor pra-analitik, salah satu poin utama yang penting untuk diteliti adalah faktor
penyimpanan sampel untuk pemeriksaan koagulasi khususnya pemeriksaan PT dan aPTT. Suhu dan lama waktu
penyimpanan sampel dapat memengaruhi pemeriksaan PT dan aPTT sehingga hasil yang didapat bukan nilai
sebenarnya. Clinical and Laboratory Standards Intitute (CLSI) menganjurkan agar pemeriksaan PT dan aPTT
segera dikerjakan dalam 1 jam setelah pengambilan darah. Apabila ditunda, pemeriksaan PT sebaiknya diperiksa
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tidak lebih dari 24 jam dan ttidak lebih dari 4 jam untuk pemeriksaan aPTT pada suhu ruang.®) Namun, ada
kalanya pemeriksaan harus ditunda karena berbagai macam faktor atau diperlukan penyimpanan sampel untuk
penggunaan dikemudian hari.

Berdasarkan latar belakang di atas, maka dari itu perlu diperhatikan mengenai cara penyimpanan sampel
yang benar. Dengan demikian, perlu dilakukan penelitian dengan tujuan untuk menguji adanya pengaruh
penyimpanan sampel plasma sitrat yang pada suhu refrigerator (2-8 °C) maupun pada suhu freezer (-20 °C) dan
dalam jangka waktu tertentu yaitu selama 24 jam dan 48 jam.

METODE

Penelitian ini merupakan studi analitik eksperimental yang dilakukan di Laboratorium Patologi Klinik
Rumah Sakit Umum Haji Surabaya, pada bulan April 2022. Sampel yang digunakan dalam penelitian ini adalah
sepuluh sampel plasma sitrat yang diambil secara acak dari pasien di Laboratorium Patologi Klinik Rumah Sakit
Umum Haji Surabaya yang menjalani pemeriksaan faal hemostasis PT dan aPTT.

Ada dua variabel bebas yang diukur yaitu: 1) suhu penyimpanan sampel plasma sitrat yang terdiri atas dua
kategori yakni suhu refrigerator (2-8 °C) dan suhu freezer (-20 °C); dan 2) lama penyimpanan plasma sitrat yang
terdiri atas dua kategori yakni 24 jam dan 48 jam. Variabel terikat adalah hasil pemeriksaan PT dan aPTT, yang
dilakukan menggunakan alat pemeriksaan koagulasi otomatis Sysmex CA-600. Jadi, data yang dikumpulkan
merupakan data primer dari hasil pemeriksaan PT dan aPTT dengan sampel plasma sitrat segar. Plasma sitrat
didapat dari darah utuh dengan antikoagulan natrium sitrat 3,2% yang disentrifugasi pada kecepatan 1500 g atau
3000 rpm selama =10 menit.® Kemudian dari plasma sitrat ini diukur nilai PT dan aPTT yang digunakan sebagai
perbandingan. Selanjutnya, plasma dari setiap sampel dibagi ke dalam empat tabung 1,5 mL. Tabung disimpan
pada suhu refrigerator dan suhu freezer dengan waktu simpan selama 24 jam dan 48 jam. Setelah masa
penyimpanan tersebut, dilakukan pemeriksaan PT dan aPTT kembali dan hasil yang didapat dibandingkan dengan
nilai PT dan aPTT dari plasma sitrat yang langsung diperiksa. Adanya pengaruh waktu dan suhu penyimpanan
plasma sitrat terhadap pemeriksaan PT dana PTT dapat diketahui dengan pengolahan data secara statistik
menggunakan bantuan aplikasi IBM Statistics SPSS 23.

HASIL

Sepuluh sampel yang diuji pada pemeriksaan secara langsung tanpa penyimpanan memiliki nilai PT dan
aPTT yang normal. Setelah diberi perlakuan, hasil pemeriksaan PT adalah bervariasi (Gambar 1 dan Gambar 2).
Pada penyimpanan selama 24 jam pada suhu refrigerator PTT memanjang dan untuk penyimpanan selama 48 jam
sebanyak 70% sampel memiliki nilai memanjang. Pada penyimpanan suhu refrigeratoer selama 48 jam, terdapat
sampel dengan hasil memendek dengan nillai di batas bawah nilai normal yakni 9,9 dibanding nilai kontrolnya.
Sedangkan, pada penyimpanan suhu freezer (48 jam) semua sampel memiliki hasil PT memanjang dibandingkan
dengan kontrol dan juga masih dalam batas nilai normal. Begitu pula dengan penyimpanan pada suhu freezer
selama 24 jam, 40% sampel mengalami pemanjangan, 30% sampel nilainya memendek, dan 30% sisanya nilai
PT teteap. Hkasil pemeriksaan PT setelah perlakuan sebagian besar masih dalam rentang nilai normal yakni antara
10-13 detik.
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Tabel 1. Analisis statistik pada pemeriksaan PT Tabel 2. Analisis statistik pada pemeriksaan aPTT
0jam Suhu refrigerator | Suhu freezer 0jam Suhu refrigerator | Suhu freezer
24 jam | 48 jam |24 jam |48 jam 24 jam | 48 jam |24 jam | 48 jam
Mean 11,1 11,6 11,7 11,2 11,5 Mean 26,4 29,5 30,2 27,8 28,5
SD 0,6 0,6 1,2 0,4 0,5 SD 14 14 15 19 1,6
CV(%) | 51 53 43 104 | 47 CV (%) | 55 47 6,9 5.1 5,6
Nilai p 0,234 0,302 P value 0,000 0,016

Lain halnya dengan pemeriksaan aPTT yang dapat dilihat pada Gambar 3 dan Gambar 4. Pada
penyimpanan suhu refrigerator, baik selama 24 jam maupun 48 jam semua sampel mengalami pemanjangan nilai
aPTT. Begitu juga pada penyimpanan suhu freezer selama 48 jam. Sedangkan pada penyimpanan suhu freezer
selama 24 jam sebagian besar memanjang, namun terdapat satu sampel dengan nilai memendek. Rerata selisih
nilai aPTT antara sebelum dan setelah perlakuan lebih besar dibandingkan dengan pemeriksaan PT. Pada
pemeriksaan aPTT perbedaan nilai terlihat cukup jelas antar kelompok perlakuan.

Rerata hasil pemeriksaan PT dan aPTT dengan plasma sitrat yang telah disimpan nilainya lebih panjang
dibanding dengan hasil dari sampel yang langsung diperiksa. Standar deviasi (SD) dari kedua parameter
pemeriksaan tersebut selisihnya juga tidak terlalu jauh antar kelompok perlakuan. Rerata nilai SD pada
pemeriksaan PT lebih rendah dibanding pada pemeriksaan aPTT. Persentase koefisien variasi pada pemeriksaan
PT yang terendah ada pada penyimpanan plasma sitrat selama 48 jam pada suhu refrigerator dan yang tertinggi
pada penyimpanan 24 jam suhu freezer. Sedangkan pada pemeriksaan aPTT, CV terendah ada pada penyimpanan
plasma sitrat selama 24 jam dan yang tertinggi pada penyimpanan selama 4 jam suhu refrigerator.

Pada hasil pengujian statistik untuk melihat adanya pengaruh penyimpanan plasma sitrat baik pada
penyimpanan suhu refrigerator maupun suhu freezer selama 24 jam dan 48 jam terhadap pemeriksaan PT
menghasilkan nilai p >0,05 yang menandakan bahwa tidak ada pengaruh. Hal ini berkebalikan dengan hasil uji
statistik terhadap pemeriksaan aPTT dengan nilai p <0,05 yang menunjukkan adanya pengaruh. Pada uji statistik
lanjutan untuk mengetahui kelompok perlakuan mana yang memengaruhi pemeriksaan aPTT, diketahui bahwa
ada perbedaan nilai antara plasma sitrat yang langsung diperiksa dengan plasma sitrat yang disimpan selama 24
jam dan 48 jam pada suhu refrigerator. Sedangkan untuk suhu freezer, penyimpanan selama 24 jam tidak memiliki
perbedaan nilai dengan hasil dari plasma sitrat yang langsung diperiksa dan pada penyimpanan selama 48 jam
terdapat perbedaan.

Tabel 3. Hasil analisis perbedaan nilai hasil pemeriksaan aPTT antar perlakuan

Suhu penyimpanan Waktu penyimpanan Nilai p

. . Langsung diperiksa dan penyimpanan 24 jam 0,000

Suhu refrigerator (2-8 °C) Langsung diperiksa dan penyimpanan 48 jam 0,001
Langsung diperiksa dan penyimpanan 24 jam 0,082
Langsung diperiksa dan penyimpanan 48 jam 0,004

Suhu freezer (-20 °C)

PEMBAHASAN

Pada penelitian ini diketahui bahwa plasma sitrat yang disimpan pada suhu refrigerator dalam 24 jam dan
48 tak memengaruhi hasil pemeriksaan PT. Sedangkan, suhu dan waktu simpan memengaruhi hasil pemeriksaan
aPTT. Jika dilihat pada tabel perbandingan hasil antara pemeriksaan PT dan aPTT menggunakan plasma segar
dengan plasma yang telah disimpan, hasil pemeriksaan menunjukkan bahwa pada penyimpanan selama 24 jam
maupun 48 jam, sebagian besar adalah baik. Namun, nilai yang memanjang tersebut tidak melebihi batas nilai
normal dan selisih dari nilai kontrol hanya sepersekian detik. Hal ini menunjukkan bahwa sampel plasma sitrat
masih cukup stabil digunakan untuk pemeriksaan PT bila terjadi penundaan waktu sampai 48 jam dengan
penyimpanan di suhu refrigerator atau suhu freezer. Namun, tidak dengan pemeriksaan aPTT, karena meskipun
selisih nilainya hanya beberapa detik tetapi hal ini berpengaruh secara signifikan. Hasil penelitian ini sejalan studi
sebelumnya yang malaporkan bahwa plasma sitrat yang disimpan pada suhu refrigerator (2-8 °C) aman digunakan
untuk pemeriksaan PT sampai 24 jam.(® Sedangkan pemeriksaan aPTT dapat diterima pada penundaan
pemeriksaan sampai 4 jam saja dengan penyimpanan suhu 2-8 °C.(%19) Hasil sedikit berbeda dilaporkan oleh
Fen9 et al. bahwa sampel cukup stabil untuk pemeriksaan aPTT pada penyimpanan hingga 12 jam pada suhu 4
°C.®Y Sementara itu, Rimac & Coen melaporkan bahwa hasil pemeriksaan aPTT masih dapat diterima setelah 24
jam penyimpanan suhu 4 °C dengan sampel masih berada dalam tabung vakum.®?

Pada plasma sitrat yang disimpan pada suhu freezer (-20 °C), pemanjangan nilai PT tidak signifikan.
Berdasarkan uji statistik tidak terdapat pengaruh waktu penyimpanan pada suhu freezer terhadap pemeriksaan PT,
yang berkebalikan dengan pemeriksaan aPTT yang terdapat pengaruh baik pada penyimpanan 24 jam maupun 48
jam. Berdasarkan pedoman CLSI, penyimpanan plasma sitrat pada suhu -20 °C dapat diterima untuk sampel yang
akan diperiksa dalam 2 minggu dengan diikuti pemantauan suhu secara rutin dan teknik pengumpulan sampel
yang benar.® Foshat et al. melaporkan bahwa sampel untuk pemeriksaan PT dapat disimpan sampai 2 minggu
pada suhu -20 °C tanpa memengaruhi interpretasi klinis dan untuk pemeriksaan aPTT memanjang tetapi tidak
berbeda signifikan pada penyimpanan suhu -20 °C hingga 24 jam.®® Namun, pada hasil penelitian lain disebutkan
bahwa nilai PT dari plasma sitrat beku yang disimpan pada suhu -20 °C atau -70°C selama 1, 2, 3 atau 4 bulan
memanjang hingga lebih dari 10%.%% Nilai aPTT memanjang setelah penyimpanan selama 1 minggu pada suhu
-20 °C.U>%) Dalam uji statistik lanjutan tampak bahwa waktu penyimpanan selama 48 jam memengaruhi nilai
aPTT, yakni berbeda antara nilai aPTT dari plasma sitrat yang langsung diperiksa dengan plasma sitrat yang
disimpan selama 48 jam.

Plasma sitrat lebih stabil jika disimpan dalam keadaan beku pada suhu -20 °C bila dibandingkan dengan
suhu refrigerator. Hal ini dapat diperhatikan dari perbandingan antara selisih nilai kontrol dengan nilai PT dan
aPTT setelah disimpan pada suhu refrigerator dan suhu freezer. Dalam penyimpanan selama 24 jam pada suhu
refrigerator, rerata selisih dengan nilai kontrol adalah 0,4 detik untuk PT dan 3,1 detik untuk aPTT. Sedangkan
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jika dibandingkan dengan penyimpanan suhu freezer rerata selisih untuk PT dana PTT adalah 0,2 detik dan 1,5
detik. Dalam penyimpanan selama 48 jam pada suhu freezer selisih dengan nilai kontrol lebih kecil dibandingkan
dengan penyimpanan pada suhu refrigerator.

Penundaan pemeriksaan yang cukup lama serta perlakuan freeze-thaw dapat memengaruhi nilai PT karena
faktor VII memiliki waktu paruh yang pendek, serta sifat protein pembekuan yang sangat labil sehingga dapat
terdegradasi pada durasi penyimpanan yang lama dan menyebabkan pemanjangan nilai saat dilakukan
pemeriksaan PT. Sedangkan pada nilai PT yang memendek dapat disebabkan karena faktor VII secara khusus
sensitif pada aktivasi suhu dingin (cold activation) di samping kondisi klinis pasien. Tidak berbeda dengan
pemeriksaan aPTT, bila terjadi penundaan pemeriksaan maka akan memengaruhi hasil karena faktor V dan VIII
sifatnya sangat labil. Hasil pemeriksaan aPTT yang memanjang setelah proses penyimpanan plasma sitrat dapat®
disebabkan oleh faktor Von Willebrand yang terdegradasi sehingga faktor VIII menurun dan menyebabkan hasil
memanjang.®? Selain itu, kondisi Klinis pasien juga harus tetap diperhatikan.

KESIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian dapat ditarik kesimpulan bahwa suhu dan lama penyimpanan plasma sitrat
berpengaruh terhadap hasil pemeriksaan aPTT. Maka dari itu, untuk menghindari ketidaktepatan hasil pemeriksaan akibat
kesalahan pra-analitik sebaiknya pemeriksaan PT dana PTT segera dikerjakan setelah pengumpulan sampel.
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