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ABSTRACT

Blood Ethylene Diamine Tetta Acetate (EDTA) blood for the observation of eosinophil
count, if left for a long enough time, will cause a decrease in the quality of the
examination results, namely a decrease in the number of eosinophils. To support the
success of hematology examinations, including the examination of eosinophil counts,
there are several factors that need to be considered, including the time between sample
collection and examination and the anticoagulant used. This study was conducted at the
Poltekkes Kemenkes Makassar Laboratory in April 2025. The purpose of this study was
to find out whether there was an effect of EDTA blood storage time that was
immediately examined, delayed for 1 hour, 2 hours and 3 hours on the number of
eosinophils using a hemocytometer. The type of research used was quantitative analysis
using a descriptive laboratory experimental method with a cross sectional approach to
determine the effect of EDTA blood storage time on the number of eosinophils with
treatment and use controls. The increase in delay time is directly proportional to the
decrease in the measured number of eosinophils, thus it can be concluded that
examinations should be performed immediately after sample collection to obtain valid
results. From the research findings, the author suggests conducting examinations as
soon as possible so that the eosinophil count is not falsely low due to the influence of
the anticoagulant EDTA, and for future researchers to use different concentrations of
eosin.
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ABSTRAK

Darah Ethylene Diamine Tetraacetic Acid (EDTA) untuk pengamatan jumlah eosinofil
jika dibiarkan dalam waktu yang cukup lama akan menyebakan penurunan kualitas hasil
pemeriksaan, yaitu penurunan jumlah eosinofil. Untuk menunjang keberhasilan
pemeriksaan hematologi termasuk pemeriksaan jumlah eosinofil, ada hal-hal yang harus
diperhatikan diantaranya adalah waktu antara pengambilan sampel dan pemeriksaan dan
antikoagulan yang digunakan. Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Poltekkes
Kemenkes Makassar pada bulan April 2025. Tujuan penelitian ini untuk mengetahui
apakah ada pengaruh waktu simpan darah EDTA yang segera diperiksa, ditunda selama
1 jam, 2 jam dan 3 jam terhadap jumlah eosinofil menggunakan hemositometer. Jenis
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penelitian yang digunakan yaitu analisis kuantitatif menggunakan metode ekperimental
laboratorik secara deskriptif dengan pendekatan Cross sectional untuk mengetahui
pengaruh waktu simpan darah EDTA terhadap jumlah eosinofil dengan perlakuan dan
penggunaan kontrol. Peningkatan waktu tunda berbanding lurus dengan penurunan
jumlah eosinofil yang diukur, sehingga dapat disimpulkan bahwa sebaiknya
pemeriksaan dilakukan segera setelah pengambilan sampel untuk mendapatkan hasil
yang valid. Dari hasil penelitian penulis menyarankan melakukan pemeriksaan sesegera
mungkin sehingga jumlah eosinofil tidak rendah palsu oleh adanya pengaruh
antikoagulan EDTA dan bagi peneliti selanjutnya menggunakan konsentrasi eosin yang

berbeda.

Kata kunci : Darah, EDTA, Eosinofil, Waktu Simpan

PENDAHULUAN

Hematologi merupakan studi
mengenai darah, baik dalam kondisi
normal maupun patologis. Hematologi
memiliki peran penting mengenai
penyakit yang berhubungan dengan
darah dan organ-organ pembentuk sel
darah. Darah merupakan cairan tubuh
yang memiliki peran penting dalam
diagnosis penyakit. Hematologi
merupakan subbagian terpenting di
laboratorium klinik yang bertujuan
untuk menilai morfologi maupun fungsi
sel-sel darah. (Puspitasari et al., 2019).

EDTA (Ethylenediamine
Tetraacetic Acid) merupakan
antikoagulan yang umum digunakan
dalam pemeriksaan hematologi karena
kemampuannya mempertahankan
bentuk dan struktur sel darah tanpa
menyebabkan perubahan morfologi
(Lestari, 2023).

Leukosit merupakan sel berinti
yang bersifat heterogen dan terdapat
dalam sirkulasi darah. Sel-sel ini
dibedakan menjadi beberapa jenis, yaitu
neutrofil, eosinofil, basofil, limfosit,
serta monosit. Penundaan dalam proses
analisis, baik pada suhu ruang maupun
pada suhu sekitar 4°C di dalam lemari
pendingin, dapat memengaruhi akurasi
hasil hitung jenis (diff count). Jumlah

eosinofil yang dibutuhkan hanya
sebanyak yang terdapat dalam 1
mikroliter darah.

Eosinofil termasuk jenis leukosit
granulositik  yang memiliki peran
penting dalam mekanisme pertahanan
imun, khususnya dalam menghadapi
infeksi  parasit multiseluler serta
sejumlah  patogen tertentu pada
organisme vertebrata (Zatnika, 2024).

Hitung jumlah eosinofil
merupakan salah satu parameter penting
dalam pemeriksaan darah untuk menilai
jumlah  eosinofil dalam  sampel.
Eosinofil memiliki peran dalam respons
imun tubuh, terutama terkait dengan
alergi dan infeksi parasit. Untuk
mendapatkan  hasil  yang  akurat,

penghitungan jumlah eosinofil
dilakukan menggunakan ruang hitung
Improves Neubauer atau

Furchs-Rosenthal ~ dengan  metode
khusus yang memperhitungkan waktu
dan teknik pengamatan.

Waktu penyimpanan merupakan
salah satu faktor krusial yang harus
diperhatikan dalam analisis jumlah
eosinofil. Penundaan pemeriksaan dapat
berdampak negatif terhadap keakuratan
hasil yang diperoleh. Sampel darah
yang menggunakan antikoagulan EDTA
sebaiknya dianalisis dalam kurun waktu
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maksimal dua jam pada suhu ruang,
karena keterlambatan dapat
menyebabkan perubahan  jumlah
eosinofil serta degradasi bertahap
granula sel dalam larutan pengencer.
Beberapa literatur juga mengungkapkan
bahwa penyimpanan darah dalam
jangka waktu lama dapat memengaruhi
morfologi maupun fungsi sel darah,
yang berpotensi menimbulkan
kesalahan dalam interpretasi diagnostik
maupun  penentuan  terapi  klinis
(Carolina & Astikawati, 2014).

METODE
Desain, Tempat dan Waktu

Penelitian ini dirancang untuk
mengevaluasi pengaruh durasi
penyimpanan darah yang ditampung
dalam tabung EDTA terhadap jumlah
eosinofil dalam sampel. Tahapan awal
melibatkan pengambilan darah yang
segera dicampur dengan antikoagulan
EDTA. Selanjutnya, sampel diperiksa
secara langsung dan juga disimpan
untuk dianalisis pada interval waktu
tertentu, yakni setelah 1, 2, dan 3 jam.
Pada setiap titik waktu tersebut,
dilakukan penambahan reagen Dunger
sebelum penghitungan eosinofil
menggunakan Kamar Hitung
Fuchs-Rosenthal. Prosedur dilanjutkan
dengan observasi, pengumpulan data,
serta pengolahan data secara sistematis,
diikuti dengan pembahasan yang
mendalam. Hasil akhir penelitian ini
diharapkan dapat menunjukkan adanya
hubungan yang bermakna antara lama
waktu  penyimpanan dan  jumlah
eosinofil yang terdeteksi

Penelitian ini dilaksanakan pada
bulan April 2025 dan bertempat di
Laboratorium  Poltekkes Kemenkes
Makassar.

Jumlah dan cara pengambilan subjek
atau bahan dan alat

Sampel pada penelitian ini
adalah darah EDTA yang diperiksa
jumlah eosinofil sebanyak 5 sampel.
Adapun bahan yang digunakan sebagai
berikut, yaitu larutan Eosin/Dunger
yang mempunyai komposisi eosin 2% 5
ml, aseton 5 ml dan aquades sebanyak
90 ml serta bahan pemeriksaan yang
digunakan dalam penelitian ini adalah
darah vena dengan antikoagulan EDTA.

Dalam penelitian ini,
instrumen yang digunakan,
yaitu pipet thoma leukosit, Kkaret
penghisap, dan kaca penutup, bilik
hitung Fuch Rosenthal, Mikropipet
500 pul, 50 ul + blue tip /
vellow  tip. tabung vakum tutup
ungu (EDTA), pipet tetes, mikroskop,
cawan petri dan Deck glass.

Jenis dan Pengumpulan Data

Penelitian ini merupakan studi
kuantitatif yang menggunakan metode
eksperimental  laboratorium  secara
deskriptif dengan pendekatan cross
sectional, yang bertujuan untuk
mengevaluasi pengaruh lama
penyimpanan darah EDTA terhadap
jumlah eosinofil melalui penerapan
perlakuan serta penggunaan kelompok
kontrol.

Pertama, kita akan menyiapkan
alat dan bahan yang digunakan. Lalu,
homogenkan sampel darah EDTA,
sehingga sel-sel tercampur dengan baik
dengan plasma. Setelah itu, pipet
sampel darah menggunakan aspirator
dan pipet thoma hingga tanda 1.
Bersihkan bagian luar pipet dengan
hati-hati.  Selanjutnya, pipet larutan
pengencer sampai  tanda 11.
Homogenkan  sampel dalam pipet
thoma selama 1-3 menit. Setelah itu,
tempatkan kaca penutup atau deck
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glass yang bersih pada area bilik
hitung Furchs-Rosenthal. — Keluarkan
3-4 tetes pertama (karena larutan
tidak tercampur dengan  darah)
campuran  dari pipet thoma.
Mengisi satu sisi ruang perhitungan
dan sisi ruang yang berlawanan.
Inkubasi selama 5-15 menit (karena
selain sel eosinofil akan mengendap,
sel darah merah dan sel darah putih
akan lisis kemudian pewarnaan sel
eosinofil juga terjadi selama waktu
pengendapan terutama pada granula
eosinofil) dengan meletakkan dalam
cawan petri  dengan selembar kertas
saring basah di dalamnya.
Selanjutnya, lakuka pembacaan di
mikroskop pada perbesaran 10 kali
dan 40 kali. Hitung jumlah semua sel
eosinofil pada 16 bidang besar.

Pengolahan dan analisis data

Data  dikumpulkan  melalui
observasi dan pemeriksaa secara
langsung terhadap hasil pemeriksaan
jumlah sel eosinofil memakai metode
pipet menggunakan kamar hitung
Fuchs-Rosenthal yang  dilakukan di
kampus  Politeknik Kesehatan
Kemenkes Makassar.

Analisis data akan diatur dalam
tabel dan disajikan secara deskriptif
untuk mengavaluasi hasil pemeriksaan
pengaruh waktu simpan darah EDTA
terhadap jumlah eosinofil.

HASIL

Hasil penelitian ini diperoleh
dari analisis lima sampel yang diperiksa
di Laboratorium Jurusan Teknologi
Laboratorium Medis selama periode 10
hingga 17 April 2025.

Berdasarkan data pada Tabel
4.1, hasil penelitian menunjukkan
adanya penurunan jumlah eosinofil
pada setiap interval waktu penyimpanan

(0 jam, 1 jam, 2 jam, dan 3 jam) secara
konsisten pada setiap ulangan. Sebelum
menarik kesimpulan terhadap hipotesis
yang diajukan, data jumlah eosinofil
yang  diperoleh  terlebih  dahulu
dianalisis melalui uji normalitas, uji
homogenitas, analisis varians
(ANOVA), serta dilanjutkan dengan uji
lanjutan Post Hoc.

Berdasarkan Tabel 4.2 hasil
analisis deskriptif menggunakan SPSS
diperoleh hasil nilai rata-rata pada
waktu 0 jam yaitu 211,248, 1 jam yaitu
148.748, 2 jam yaitu 72.4960, dan 3
jam yaitu 53.1240.

Sebelum  dilakukan  analisis
statistik menggunakan uji One-Way
ANOVA, diperlukan pengujian asumsi
terhadap data hasil penelitian. Uji
ANOVA mensyaratkan bahwa distribusi
data harus bersifat normal dan varians
antar kelompok bersifat homogen. Oleh
karena itu, pengujian asumsi meliputi
uji normalitas serta uji homogenitas
untuk memastikan kesesuaian distribusi
dan kesamaan ragam data.

Hasil  pengujian  normalitas
distribusi data menggunakan metode
Shapiro-Wilk menunjukkan bahwa data
terkait pengaruh waktu penyimpanan
darah EDTA terhadap jumlah eosinofil
pada lima sampel yang diuji dalam
empat interval waktu (0, 1, 2, dan 3
jam) memperlihatkan nilai signifikansi
(p-value) yang bervariasi di setiap
interval. Nilai signifikansi tersebut
secara konsisten lebih besar dari tingkat
signifikansi (a) 0,05, sehingga dapat
disimpulkan bahwa data penelitian
memenuhi asumsi normalitas.

Didasarkan pada hasil
perhitungan  diperoleh angka Sig
(signifikan) 0,115 sedangkan 0,05 ini
menunjukkan Sig (signifikan) lebih
besar dari artinya varian antar
kelompok data adalah sama (homogen).
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Berdasarkan  hasil  analisis
One-Way ANOVA yang disajikan pada
Tabel 4.5, diperoleh nilai signifikansi
sebesar 0,009. Karena nilai ini lebih
kecil dari ambang signifikansi 0,05,
dapat disimpulkan bahwa durasi
penyimpanan darah EDTA memiliki
pengaruh yang signifikan terhadap
jumlah eosinofil.

PEMBAHASAN

Penelitian ini dilakukan dengan
judul pengaruh waktu simpan darah
EDTA terhadap jumlah eosinofil yang
dilaksanakan di bulan April 2025.
Penelitian ~ ini  merupakan  jenis
penelitian deskriptif dengan pendekatan
Cross  sectional  dengan  teknik
pengambilan sampel menggunakan
accidental sampling, yaitu
menggunakan sampel darah yang
diambil secara random pada mahasiswa
Poltekkes Kemenkes Makassar dan
pemeriksaannya dilakukan
menggunakan kamar hitung
Furch-Rosenthal.

Penelitian ini menyajikan hasil
pemeriksaan ~ yang  menunjukkan
hubungan antara waktu simpan darah
EDTA terhadap jumlah eosinofil yang
terukur dalam sel/pL darah.

Dari data yang diperoleh, terlihat
bahwa semakin lama waktu simpan
darah EDTA, semakin rendah jumlah
eosinofil yang terukur. Hal ini
menunjukkan bahwa waktu simpan
dapat mempengaruhi viabilitas sel
eosinofil, yang mengindikasikan potensi
kerusakan atau penurunan daya tahan
sel dalam rentang waktu tertentu.

Berdasarkan hasil pengujian
dapat disimpulkan bahwa nilai jumlah
eosinofil  yang diperoleh  dari
pengukuran tanpa waktu simpan jam,
satu jam, dua jam, dan tiga jam
berdistribusi normal.

Berdasarkan hasil uji
homogenitas varians semua nilai
signifikansi lebih besar dari 0.05. Ini
menunjukkan bahwa hipotesis nol tidak
dapat ditolak, yang berarti varians antar
kelompok jumlah eosinofil dapat
dianggap homogen. Dengan demikian,
analisis  varians (ANOVA) dapat
dilanjutkan untuk menguji perbedaan
rata-rata atau pengaruh perlakuan dalam
penelitian ini.

Hasil uji ANOVA menunjukkan
nilai signifikansi (p-value) sebesar
0.009. Karena nilai ini kurang dari 0.05,
maka dapat disimpulkan bahwa terdapat
perbedaan yang signifikan dalam
jumlah eosinofil antar kelompok yang
berbeda dalam waktu simpan darah
EDTA. Waktu simpan darah EDTA
berpengaruh terhadap jumlah eosinofil,
dimana dengan adanya perbedaan
signifikan yang terdeteksi, peneliti
dapat melanjutkan dengan analisis lebih
lanjut untuk mengeksplorasi penyebab
perbedaan ini.

Temuan penelitian ini konsisten
dengan hasil studi yang dilakukan oleh
(Ozmen dan Ozarda, 2021), yang
menyatakan ~ bahwa  jumlah  sel
diferensial tetap stabil selama 24 jam
pada suhu 4°C, sementara pada suhu
ruang terjadi perubahan, termasuk
penurunan jumlah sel eosinofil.

Variasi hasil parameter
hematologi  dapat muncul akibat
perbedaan metode pemeriksaan, baik
yang dilakukan secara manual maupun
dengan menggunakan alat hematologi
analyzer otomatis, serta dipengaruhi
oleh kondisi lingkungan laboratorium
atau faktor lainnya. Oleh karena itu,
apabila ditemukan perbedaan hasil,
konfirmasi ulang biasanya dilakukan
dengan metode manual menggunakan
kamar hitung

EDTA berperan dengan
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mengikat ion kalsium yang esensial
untuk aktivasi faktor X bersama faktor
Vlla; pengikatan ion kalsium ini
mencegah terjadinya proses koagulasi
darah  sekaligus ~ mempertahankan
integritas  struktur sel darah.. Pada
darah EDTA  tersebut dilakukan
eksperimen dengan 4 variasi waktu
simpan tetapi, jika dilakukan penundaan
yang terlalu lama  menyebabkan
penurunan  jumlah  kalsium pada
leukosit. Jika  terjadi  penundaan
membran sel akan rusak, sehingga
cairan ekstrasel akan masuk dan
terkumpul kedalam sel
menyebabkan terjadinya vakuolisasi
sitoplasma (Agistriany et al., 2024)

KESIMPULAN

Berdasarkan penelitian yang
telah  dilakukan di  Laboratorium
Poltekkes Kemenkes Makassar pada
tanggal 10-17 April 2025 dapat
disimpulkan bahwa hasil hitung jumlah
eosinofil  yang segera  diperiksa
menunjukkan nilai yang lebih akurat
dibandingkan dengan sampel yang
ditunda. Pada sampel yang ditunda
selama satu jam, dua jam, dan tiga jam,
terdapat penurunan jumlah eosinofil
yang signifikan, yang menunjukkan
pengaruh  waktu tunda  terhadap
stabilitas sel. Peningkatan waktu tunda
berbanding lurus dengan penurunan
jumlah eosinofil yang diukur, sehingga
dapat disimpulkan bahwa sebaiknya
pemeriksaan dilakukan segera setelah
pengambilan sampel untuk
mendapatkan hasil yang valid.

SARAN

Berdasarkan hasil penelitian,
sebaiknya penyimpanan tidak dilakukan
terlalu lama karena akan menyebabkan
rendah palsu pada hasil perhitungan
jumlah  eosinofil.  Bagi  peneliti

selanjutnya, dapat memberikan faktor
lain yang dapat mempengaruhi jumlah
eosinofil seperti pengaruh konsetrasi
larutan eosin.
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Tabel 4.1 Hasil Pemeriksaan Waktu Simpan Darah EDTA terhadap Jumlah

Eosinofil
No.  Pengulangan Jumlah Eosinofil (sel/ul darah)

0 Jam 1 Jam 2 Jam 3 Jam
1. P1 396,87 231,25 112,50 81,25
2. P2 75,00 62,50 40,62 37,50
3. P3 187,50 131,25 53,12 31,25
4, P4 221,87 203,12 65,62 50,00
5 P5 175.00 115.62 90.62 65.62

Sumber : Data Primer, 2025

Tabel 4.2 Hasil Analisis Deskriptif
95% Confidence

Std. Std. Interval for Mean Minim Maxim
N Mean o
Deviation Error L ower Upper um um
Bound Bound
Ojam b5 211.248 117.2707 52.44 65.6371 356.8589 75.00 | 396.87
1jam 5 148.748 68.20054 30.50 64.0658 233.4302 6250 231.25
2jam b 724960 29.01546 12.97 36.4685 108.5235 40.62 112.50
3jam 5 53.1240 2049123 9.163 27.6808 78.5672 31.25  81.25
Total 20 121.404 91.19993 20.39 78.7211 164.0869 31.25 | 396.87

Sumber : Data Primer 2025
Tabel 4.3 Hasil Analisis Noermalitas

Kolmogorov-Smirnova Shapiro-Wilk
Waktu Statisti Statisti
simpan C df Sig. C df Sig.
Nilai jumlah 0 jam .264 5 2000 922 5 545
eosinofil
1 jam 201 5 2000 955 5 771
2 jam 194 5 2000 959 5 .800
3 jam A7T 5 2000 954 5 762

Sumber : Data Primer 2025



Tabel 4.3 Hasil Uji Homogenitas

Levene
Statistic df1 df2 Sig.
‘Nilai jumlah Based on Mean 2.315 3 16 1156
eosinofil
Based on Median 1.482 3 16 257
Based on Median 1.482 3 6.263 308
and with adjusted
df
Based on trimmed 2.250 3 16 122
mean
Sumber : Data Primer, 2025
Tabel 4.4 Hasil Uji Uji One Way ANOVA
Sum of Mean
Squares df Square F Sig.
Between 79368.948 3 26456.316 5.381 009
Groups
Within Groups 78662.163 16  4916.385
Total 158031.110 19

Sumber : Data Primer 2025
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