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Pemeriksaan Hapusan darah tepi (HDT) merupakan
pemeriksaan untuk melihat morfologi sel-sel darah secara
mikroskopis. Salah satu metode pemeriksaan hapusan darah
tepi yang sering digunakan adalah pewarnaan giemsa.
Pengenceran larutan giemsa secara teoritis menggunakan
larutan penyangga buffer phosphat. Pengenceran giemsa
sering menggunakan larutan buffer phosphat karena buffer
phosphat mudah didapatkan, namun harganya cukup mahal.
Kandungan phosphat yang melebihi batas 2 mg/L juga dapat
berpengaruh terhadap keseimbangan ekosistem perairan
sehingga dapat mencemari lingkungan bila terus digunakan.
Penelitian ini  bertujuan untuk menganalisis perbedaan
morfologi sel-sel darah pada pemeriksaan HDT dengan
pewarnaan giemsa menggunakan larutan buffer dan
aquabidest dalam upaya penentuan larutan alternatif yang bisa
digunakan sebagai larutan pengencer giemsa yang lebih murah
dan mudah didapatkan. Penelitian ini merupakan penelitian
eksperimental dengan studi cross sectional yang
membandingkan kualitas morfologi sel darah sediaan HDT
dengan pewarna giemsa yang diencerkan dengan buffer
phosphate dan aquabidest. Sampel diambil dari 1 orang
koresponden penelitian, untuk kemudian dibuat sediaan HDT
masing-masing sebanyak 17 buah (pengencer buffer
phosphat), dan 22 buah (pengencer aquabidest), dan diamati
dengan mikroskop perbesaran lensa objektif 100x. Kualitas
sediaan HDT giemsa dengan pengencer buffer phosphat
menunjukkan hasil “baik” sebanyak 13 buah (76,47%), dan hasil
“kurang baik” sebanyak 4 buah (23,53%), sedangkan kualitas
sediaan HDT giemsa dengan pengencer aquabidest
menunjukkan hasil “baik” sebanyak 18 buah (81,82%), dan hasil
“kurang baik” sebanyak 4 buah (18,18%). Berdasarkan uji
Mann-Whitney U, didapatkan P-Value 0,222. Kualitas sediaan
HDT pewarnaan giemsa dengan pengencer buffer phosphat
tidak menunjukkan perbedaan yang signifikan dengan yang
menggunakan pengencer aquabidest (p>0,05).
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|. PENDAHULUAN

Pemeriksaan Hapusan Darah Tepi
(HDT) merupakan pemeriksaan untuk
melihat morfologi sel-sel darah secara
mikroskopis (1) Hapusan darah tepi
merupakan pemeriksaan yang
sederhana dan pemeriksaannya banyak
tersedia di laboratorium (2).
Pemeriksaan HDT sangat penting untuk
menegakkan diagnosa anemia
hemolisis, mikroangiopati trombotik, dan
leukemia atau secara mandiri dilakukan
oleh  staf laboratorium  sebagai
pemeriksaan konfirmasi ketika adanya
ketidaksesuaian hasil pemeriksaan
hitung darah lengkap secara otomatis
(CBC), misalnya jumlah trombosit yang
sangat rendah (trombositopenia) atau
adanya peningkatan jumlah leukosit
yang sangat tinggi (leukositosis)
(Faradisa & Hartono, 2022).
Keunggulan lain dari pemeriksaan
hapusan darah tepi adalah mampu
menilai berbagai unsur sel darah tepi
seperti morfologi sel (eritrosit, leukosit,
dan trombosit), menentukan jumlah dan
jenis leukosit, mengestimasi jumlah
trombosit dan mengidentifikasi adanya
parasit (3).

Salah satu metode pemeriksaan
hapusan darah tepi yang sering
digunakan adalah pewarnaan giemsa.
Pengenceran larutan giemsa secara
teoritis menggunakan larutan
penyangga Yyaitu buffer phospat pH 6,4-
7,2 (1). Pengenceran giemsa sering
menggunakan larutan buffer phosphat
karena  buffer phosphat mudah
didapatkan (4), namun buffer phosphat
memiliki beberapa kelemahan, selain
harganya yang cukup mahal,
kandungan phosphat yang melebihi
batas 2 mg/L dapat berpengaruh
terhadap keseimbangan ekosistem

514

perairan sehingga dapat mencemari
lingkungan bila terus digunakan (5),
selain itu pada beberapa kasus di
lapangan, frekuensi pasien
pemeriksaan darah lengkap disertai
hapusan darah tepi yang tidak terlalu
banyak menyebabkan penggunaan
buffer phosfat dalam 1 botol reagen
sering kali digunakan dalam jangka
waktu lama sehingga menyebabkan
perubahan pH pada buffer phosfat.
Penggunaan buffer phosphat yang
terlalu alkalis dapat menyebabkan hasil
pewarnaan terlalu biru, sedangkan jika
buffer terlalu asam akan menyebabkan
hasil pewarnaan terlalu merah/jingga,
hal tersebut dapat mengganggu proses

pembacaan morfologi sel-sel darah.
Berdasarkan hal diatas, diperlukan
alternatif lain yang dapat dijadikan
pengganti buffer phosphat dalam
pewarnaan giemsa.

Pada pewarnaan lain seperti

pewarnaan wright, aquabidest sering
digunakan sebagai pengganti buffer
phosphat karena aquabidest memiliki
PH netral, selain itu, secara ekonomis
lebih murah dan mudah didapatkan.
Aquabidest adalah air yang dihasilkan
dari dua kali proses penyulingan yang
dilakukan secara bertingkat. Penelitian
yang dilakukan oleh Faradisa & Hartono
(2022) menunjukkan gambaran kualitas
preparat hapusan darah tepi pada
pewarnaan wright menggunakan
aquabidest mendapat hasil sebesar
100% baik, sedangkan dengan buffer
phosphat pH 6,4 mendapat hasil
sebesar 75% baik. Penelitian lain oleh
Syahidatur dkk. (2017) menunjukkan
hasil akhir yang sama, yakni pewarnaan
hapusan darah tepi menggunakan
aqudest sebagai pengencer pada
pewarnaan wright menunjukkan hasil
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yang lebih baik (100%) dibanding
penggunaan buffer pH 6,5 sebagai
pengencer pada pewarnaan wright
(63%). Berdasarkan latar belakang
diatas penelitian ini bertujuan untuk
menganalisis perbedaan morfologi sel-
sel darah pada pemeriksaan hapusan
darah tepi dengan pewarnaan giemsa
menggunakan larutan buffer dan
aquabidest dalam upaya penentuan
larutan alternatif yang bisa digunakan
sebagai larutan pengencer giemsa yang
lebih murah dan mudah didapatkan.

Il. METODE
Jenis penelitian ini adalah penelitian
eksperimental dengan rancang bangun

cross sectional. Penelitian dilaksanakan
pada bulan Agustus 2023 — Oktober
2023, tempat penelitian di Laboratorium
Hematologi Jurusan Teknologi
Laboratorium Medis dengan jenis
sampel yang digunakan adalah whole
blood EDTA,. Teknik pengumpulan data
yang digunakan dalam penelitian ini

adalah observasi eksperimental,
adapun banyaknya replikasi yang
digunakan dihitung dengan rumus

Federer : 16 Kali replikasi. Seluruh data
yang diperoleh dari hasil penelitian ini
dianalisis dengan program SPSS 22.0
for windows.

Tabel 1.1 Kriteria penilaian hapusan darah tepi

No Kriteria Keterangan
Jenis Sel Hasil Pengamatan a. Baik : memenuhi > 6
1 Eritrosit merah kecoklatan point
Trombosit ungu muda dan merah muda b. Kurang Ba."k : .
memenuhi 3 — 5 point
3 Leukosit inti berwarna ungu c. ‘;ili?]r - memenuhi 1-2
Basofil granula berwarna biru gelap
5 Eosinofil granula berwarna merah
kecoklatan
6 Neutrofil granula berwarna merah
kecoklatan
7 Limfosit sitoplasma berwarna biru
pucat
8 Monosit sitoplasma berwarna biru
9 Latar Belakang sediaan bersih, biru pucat
Data diuji normalitasnya dengan

Shapiro-Wilk test, kemudian masing-
masing data diuji homogenitasnya
dengan menggunakan Levene's test.
Independent T test digunakan untuk
melihat ada tidaknya perbedaan data
antar
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. HASIL DAN PEMBAHASAN
Hasil 3.1 Pengamatan Morfologi Sel Darah Pada Sediaan HDT Berdasarkan

Warna Standar

Giemsa dengan Giemsa dengan
No Morfologi Warna Pengencer Buffer Pengencer Aquabidest
Sel Standart Phosphat
Sesuai Tidak Sesuai Tidak
Sesuai Sesuai
1 Eritrosit Merah 17 0 10 12
kecoklatan (100%) (0%) (45,45%) (54,55%)
2 Trombosit Ungu muda 16 1 20 2
dan merah (94,12 %) (5, 18%) (90,90% (9,10%)
muda
3 Leukosit Inti berwarna 17 0 21 1
ungu (100%) (0%) (95,45%) (4,55%)
4 Basofil Granula - - - -
berwarna
biru gelap
5 Eosinofil Granula 15 2 16 6
berwarna (88,23%) (11, 77%) (72,72%) (27,28%)
merah
kecoklatan
6 Neutrofil Granula 16 1 22 0
berwarna (94,12%) (5,18%) (100%) (0%)
merah
kecoklatan
7 Limfosit Sitoplasma 16 1 22 0
berwarna (94,12%) (5,18%) (100%) (0%)
biru pucat
8 Monosit Sitoplasma 11 6 17 5
berwarna (64,70%) (35, 30% (77,27%) (22, 73%)
biru
9 Latar Sediaan 0 17 13 9
Belakang bersih, biru (0%) (100%) 59, 09% (40, 91%)
pucat

Catatan: -Tidak ditemukan sel dalam sediaan HDT

Tabel 3.2 Hasil pengamatan Morfologi Sel Darah Dengan Pewarnaan Giemsa
Yang Diencerkan Dengan Buffer Phosphat Pada Sediaan Hapusan
Darah (HDT)

No Hasil Pengamatan Jumlah Presentase
1 Baik 13 76, 47%
2 Kurang Baik 4 23, 53%
3 Jelek 0 0%
Total 17 100%
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Gambar 3.1
Morfologi sel Darah Sediaan HDT Pewarnaan Giemsa dengan Buffer Phosphat.
a.Eosinofil, b.Trombosit, c. Limfosit, d. Monosit, f. Eritrosit

Gambar 3.2
Morfologi sel Darah Sediaan HDT Pewarnaan Giemsa dengan Aquabidest.
a.Eosinofil, b.Neutrofil, c.Trombosit, d.Monosit, e.Eritrosit, f. Limfosit

Hasil pengamatan morfologi sel-sel
darah dengan pewarnaan Giemsa yang
diencerkan dengan Buffer Phosphat
pada 17 sediaan HDT disesuaikan
dengan warna standar menunjukkan
persentase morfologi eritrosit berwarna
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merah kecoklatan 100% sesuai, 0%
tidak sesuai, Morfologi trombosit ungu
muda dan merah muda 94, 12% sesuai
dan 5,18% tidak sesuai, inti leukosit
berwarna ungu 100% sesuai dan 0%
tidak sesuai, tidak ditemukan sel
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basophil, sel eosinofil granula berwarna
merah kecoklatan 88, 23% sesuai dan
11, 77% tidak sesuai, granula neutrofil
berwarna merah kecoklatan 94,12%
sesuai dan 5,18% tidak sesuai,
sitoplasma limfosit berwarna biru pucat
94,12% sesuai dan 5,18%, sitoplasma
monosit berwarna biru 64, 70% sesuai
dan 35,30% tidak sesuai. Latar Belakang
sediaan bersih dan biru pucat 0% sesuai
dan 100% tidak sesuai.

Hasil penelitian ini sejalan dengan
Anwar dkk (2023) yaitu pengamatan
sediaan apusan darah yang
menggunakan giemsa dengan buffer
phosfat warna eritrosit yang sesuai
dengan warna standar giemsa sebesar
70%, Untuk persentase warna inti sel
leukosit yang sesuai dengan standar
giemsa adalah 70%, persentase warna
granula neutrofil yang sesuai dengan
warna standar giemsa sebesar 70%,
persentase warna sitoplasma limfosit
yang sesuai dengan warna standar
giemsa dan kombinasi sebesar 100%,
namun untuk hasil morfologi eosinofil
dan monosit mendapatkan hasil yang
berbeda yaitu persentase warna granula
eosinofil yang sesuai dengan standar
giemsa dan kombinasi adalah 0% dan
persentase warna sitoplasma monosit
yang sesuai dengan standar Giemsa
adalah 0%.

Hasil pengamatan morfologi sel-sel
darah dengan pewarnaan giemsa
dengan larutan pengencer aquabidest
pada 22 sediaan HDT disesuaikan
dengan warna standar menunjukkan
persentase morfologi eritrosit berwarna
merah kecoklatan 45,45% sesuai,
54,55% tidak sesuai, morfologi trombosit
ungu muda dan merah muda 90, 90%
sesuai dan 9,10% tidak sesuai, inti
leukosit berwarna ungu 95,45% sesuai
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dan 4,55% tidak sesuai, tidak ditemukan
sel basophil, sel eosinofil granula
berwarna merah kecoklatan 72, 72%
sesuai dan 27,28% tidak sesuai, granula
neutrofil berwarna merah kecoklatan
100% sesuai dan 0% tidak sesuali,
sitoplasma limfosit berwarna biru pucat
100% sesuai dan 0% tidak sesuai,
sitoplasma monosit berwarna biru 77,
27% sesuai dan 22, 73% % tidak sesuai.
Latar Belakang sediaan bersih dan biru
pucat 59,09% sesuai dan 40,91% tidak
sesuai.

Hasil penelitian ini sejalan dengan
penelitan  Nova (2018) mengenai
pengamatan sediaan apusan darah yang
menggunakan giemsa dengan
pengencer aquadest ditemukan 100%
memiliki morfologi sel eosinofil yang
baik, 100% memiliki morfologi sel limfosit
yang baik, 100% morfologi sel eosinofil
yang baik sebanyak 100% dan
pengamatan morfologi sel limfosit 100%
baik. Tidak ditemukannya sel basophil
dalam penelitian karena kriteria sampel
yang digunakan adalah responden
sehat, sel basophil dalam keadaan
normal terbatas 0-1% (7).

Faktor yang menyebabkan hasil
pewarnaan giemsa tidak sesuai dengan
warna standar atau hasilnya kurang baik
dapat berasal dari larutan giemsa yang
terkontaminasi, kurangnya durasi waktu
pewarnaan, suhu yang terlalu tinggi,
pewarna tidak disaring yang akhirnya
akan meninggalkan noda pada slide
apusan darah tepi dan menyebabkan
latar belakang tidak bersih, fiksasi yang
tidak sempurna, dan sampel yang tidak
segera difiksasi (8, 9, 10, 11, 12).

Hasil pengamatan morfologi sel-sel
darah dengan pewarnaan Giemsa yang
diencerkan dengan Buffer Phosphat
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pada 17 sediaan HDT menunjukkan
persentase terbanyak adalah sediaan
dengan hasil “baik”, yakni sebesar
76,47% (13 sediaan). Sediaan dengan
hasil “kurang baik” menunjukkan
persentase sebesar 23,53% (4 sediaan),
dan tidak ditemukan sediaan dengan
hasil “jelek”. Hasil ini sejalan dengan
penelitian Faradisa & Hartono (2022)
yang mengamati kualitas sediaan HDT
pewarnaan wright dengan larutan
pengencer buffer phosphate pH 6,4, dari
hasil penelitian tersebut, persentase
terbanyak adalah sediaan HDT dengan
hasil “baik” yakni sebesar 75% (12
sediaan), sedangkan sediaan HDT yang
menunjukkan  hasil  “kurang baik”
sebanyak 25% (4 sediaan) ( 13, 14, 15)

Penelitian lain oleh Rahmah (2017)
juga menyebutkan bahwa persentase
terbanyak sediaan HDT pewarnaan
wright dengan larutan pengencer buffer
phosphat pH 6,8 adalah yang
menunjukkan hasil “baik”, yakni sebesar
63% (20). Penambahan buffer bertujuan
untuk menjaga pH sediaan dari
penambahan asam dan basa dari zat
yang terkandung dalam giemsa induk,
maupun air yang digunakan untuk
membilas sediaan, sehingga sel-sel
darah dapat menyerap zat warna dengan
baik (16,17, 18, 19)

Hasil pengamatan morfologi sel-sel
darah dengan pewarnaan Giemsa yang
diencerkan dengan Aquabidest pH 6
pada 22 sediaan HDT menunjukkan
persentase terbanyak adalah sediaan
dengan hasil “baik”, yakni sebesar
81,82% (18 sediaan). Sediaan dengan
hasil  “kurang baik” menunjukkan
persentase sebesar 18,18% (4 sediaan),
dan tidak ditemukan sediaan dengan
hasil “jelek”. Penelitian oleh Faradisa &
Hartono (2022) yang mengamati kualitas
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sediaan HDT pewarnaan wright dengan
larutan pengencer aquabidest pH 6,4
menyatakan bawah persentase sediaan
HDT dengan hasil “baik” mencapai 100%
(16 sediaan), sedangkan sediaan HDT
yang menunjukkan hasil “kurang baik”
tidak ditemukan. Penelitian lain oleh
Rahmah (2017) yang mengamati
sediaan HDT pewarnaan wright dengan
larutan pengencer aquadest pH 6,8
menyebutkan bahwa persentase hasil
“baik” juga mencapai 100%. Hasil “baik”
pada HDT yang tidak mencapai 100%
pada penelitian ini dapat disebabkan
oleh beberapa faktor, seperti perbedaan
lama waktu fiksasi, dan juga pH
aquabidest yang sedikit lebih asam
dibanding referensi (21, 22, 23))
Menurut Kiswari (2014) & Harr (2002),
pH buffer atau larutan pengencer giemsa
yang terlalu rendah dapat
mempengaruhi kualitas penyerapan zat
warna oleh sel-sel darah, selain itu
perbedaan lama waktu fiksasi dengan
metanol juga berpengaruh terhadap
kualitas morfologi sel darah sediaan HDT
dengan pewarnaan giemsa (25, 26).

Analisis Perbedaan Morfologi Sel
Darah Pada Sediaan Hapusan Darah
Tepi dengan Pewarnaan Giemsa
Menggunakan Larutan Pengencer Buffer
Phosphat dan Larutan Pengencer
Aquabidest

Pada penelitian ini, hasil
pengamatan morfologi sel darah pada
sediaan HDT pewarnaan giemsa
menggunakan larutan pengencer buffer
phosphat menunjukkan tidak adanya
perbedaan yang bermakna dengan hasil
pengamatan morfologi sel darah pada
sediaan HDT pewarnaan giemsa
menggunakan larutan pengencer
aquabidest. Hasil pengamatan pada
penelitan  ini juga  menunjukkan
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persentase sediaan HDT pewarnaan
giemsa dengan aquabidest yang
dinyatakan “baik” lebih tinggi, yakni
81,82% dibanding persentase sediaan
HDT pewarnaan giemsa dengan buffer
phosphate yang dinyatakan “baik”, yakni
76,47%. (27, 28)

Hal ini sejalan dengan penelitian
Faradisa & Hartono (2022), dimana HDT
pewarnaan wright dengan pengencer
aguabidest menunjukkan persentase
hasil “baik” dengan persentase 100%,
lebih tinggi dibanding HDT pewarnaan
wright dengan  pengencer  buffer
phosphate. Hal ini menandakan bahwa
aguabidest dapat digunakan sebagai
alternatif pengganti larutan pengencer
buffer phosphat yang lebih murah dan
ramah lingkungan (29, 30, 31).

IV. CONCLUSION
Morfologi sel-sel darah dengan

pewarnaan Giemsa yang diencerkan
dengan Buffer Phosphat pada sediaan
HDT menunjukkan hasil “baik” sebesar
76,47% (13 sediaan), hasil “kurang baik”
sebesar 23,53% (4 sediaan), dan tidak
ditemukan sediaan dengan hasil “jelek”.
Morfologi  sel-sel darah  dengan
pewarnaan Giemsa yang diencerkan
dengan Aquabidest pada sediaan HDT
menunjukkan hasil “baik” sebesar
81,82% (18 sediaan), hasil “kurang baik”
sebesar 18,18% (4 sediaan), dan tidak
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ditemukan sediaan dengan hasil “jelek”.
Tidak terdapat perbedaan yang
signifikan antara morfologi sel-sel darah
pada pemeriksaan hapusan darah tepi
pewarnaan  giemsa  menggunakan
larutan pengencer buffer phosphate
dengan hapusan darah tepi pewarnaan
giemsa dengan larutan pengencer
aquabidest.

Penundaan waktu fiksasi, lama
waktu fiksasi, lama waktu inkubasi
pewarnaan giemsa dan pH buffer atau
larutan pengencer yang digunakan
merupakan faktor penting yang dapat
mempengaruhi kualitas dari sediaan
hapusan darah tepi, pada penelitian
selanjutnya, selain jenis buffer atau
larutan pengencer yang digunakan,
dapat juga disertai dengan variasi
perlakukan dari masing-masing faktor
yang telah disebutkan sebelumnya
dalam menentukan prosedur pewarnaan
giemsa pada sediaan hapusan darah
tepi yang lebih baik masa depan). Hindari
penggunaan titik atau penomoran.
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