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Abstract. Background: The accuracy of blood glucose examination results heavily depends on the internal
quality control applied in the laboratory, which requires the use of control materials. The development of stable
and standard-compliant control materials is an urgent need to support laboratory testing quality.
Objective: To evaluate the stability of pooled sera with ethylene glycol and pooled plasma with NaF as control
materials for glucose examination. Methods. This study used a quasi-experimental design with simple random
sampling conducted at the SMC Laboratory, Telogorejo Hospital, Semarang. Data analysis employed a stability
calculation formula adopted from ISO 13528. Results: Stability analysis revealed that pooled sera with ethylene
glycol and pooled plasma with NaF stored at -15°C had stability values of 0.95% and 1.07%, respectively. Both
failed to meet the stability criterion of <0.33%. Conclusion. Pooled sera with ethylene glycol and pooled plasma
with NaF stored at -15°C were deemed unstable, although pooled sera with ethylene glycol demonstrated better
stability than pooled plasma with NaF. Recommendation. Further research is suggested using ethylene glycol
concentrations of 7.5-17.5% and determining the optimal thawing process duration for sample preparation.
Keywords: stability, pooled sera with ethylene glycol, pooled plasma with NaF, -15°C temperature.

Abstrak. Latar belakang: Akurasi hasil pemeriksaan glukosa darah sangat bergantung pada /nternal/
guality control yang diterapkan di laboratorium, dimana pelaksanaan internal quality control perlu
menggunakan bahan kontrol. Pengembangan bahan kontrol yang stabil dan sesuai standar menjadi
kebutuhan mendesak dalam menunjang mutu pemeriksaan laboratorium. Tujuan: Mengetahui
stabilitas antara pooled sera etilen glikol dan pooled plasma NaF sebagai bahan kontrol pemeriksaan
glukosa. Metode: Jenis penelitian menggunakan gquasi experiment dengan teknik pengambilan
sampel simple random sampling di Laboratorium SMC RS Telogorejo Semarang. Analisa data
menggunakan rumus perhitungan stabilitas yang diadopsi dari ISO 13528. Hasil: diketahui hasil
perhitungan stabilitas pooled sera etilen glikol dan pooled plasma NaF yang disimpan pada suhu -
15°C sebagai berikut: pooled sera etilen glikol 0,95% dan pooled palsma NaF 1,07%. Keduanya tidak
memenuhi kriteria stabilitas yaitu <0,33%. Kesimpulan: Pooled sera etilen glikol dan pooled plasma
NaF yang disimpan pada suhu -15°C dinyatakan tidak stabil, tetapi pooled sera etilen glikol
menunjukkan stabilitas yang lebih baik dibandingkan pooled plasma NaF. Saran: Penelitian lanjutan
dengan konsentrasi etilen glikol 7,5-17,5% dan penentuan lamanya proses pengenceran sampel
(thawing).

Kata kunci: stabilitas, pooled sera etilen glikol, pooled plasma NaF, suhu -15°C.

Pendahuluan

Pemeriksaan glukosa darah merupakan salah satu analisis laboratorium yang paling sering dilakukan,
terutama dalam diagnosis dan pemantauan penyakit metabolik seperti diabetes melitus!. Pentingnya
peran pemeriksaan glukosa darah tersebut, maka hasil pemeriksaan glukosa darah dituntut untuk
memiliki akurasi yang baik. Akurasi hasil pemeriksaan glukosa darah sangat bergantung pada
internal gquality control yang diterapkan di laboratorium, dimana pelaksanaan /internal quality contro/
menggunakan bahan kontrol. Oleh karena itu, pengembangan bahan kontrol yang stabil dan sesuai
standar menjadi kebutuhan mendesak dalam menunjang mutu pemeriksaan laboratorium?.
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Bahan Kontrol diketahui dapat dibuat sendiri, yaitu dengan menggunakan kumpulan dari beberapa
sampel serum di laboratorium atau disebut dengan pooled sera. Pooled sera bisa menjadi pilihan
alternatif sebagai bahan kontrol karena sifatnya yang menyerupai matriks biologis pasien3. Namun,
pooled sera memiliki beberapa kelemahan, yaitu masih memiliki resiko bahaya infeksius, dan rentan
terhadap degradasi glukosa terutama jika penyimpanannya tidak optimal®. Degradasi glukosa ini
berhubungan dengan stabilitas dari pooled sera. Stabilitas merupakan keadaan tetap dimana kondisi
atau kadar suatu zat tidak berubah-ubah. Upaya mempertahankan stabilitas dari pooled sera dapat
dilakukan dengan beberapa cara yaitu penambahan zat kimia seperti etilen glikol. Etilen glikol
diketahui telah lama digunakan sebagai stabilizer. Penambahan etilen glikol dapat memperlambat
proses enzimatik dan kimiawi yang menyebabkan penurunan kadar glukosa pada sampel, terutama
pada penyimpanan suhu rendah?®,

Selain zat kimia etilen glikol, diketahui juga bahwa Natrium Flourida (NaF) juga dimanfaatkan sebagai
penyetabil kadar glukosa dalam sampel. NaF bekerja sebagai agen antiglikolitik yang menghambat
aktivitas enzim glikolisis, sehingga mempertahankan kadar glukosa lebih lama®. Stabilitas sampel
dengan penambahan NaF (plasma NaF) telah dilaporkan lebih baik dibandingkan tanpa tambahan
stabilizer, terutama dalam kondisi penyimpanan jangka panjang’.

Di Indonesia, laboratorium klinik sering menghadapi kendala dalam memperoleh bahan kontrol. Hal
ini dikarenakan pengadaan bahan kontrol masih impor dengan harga mahal dan kadang sulit diakses
oleh laboratorium pelosok. Oleh karena itu, penelitian ingin mengetahui alternatif bahan kontrol
menggunakan pooled sera etilen glikol atau pooled plasma NaF yang lebih ekonomis dan stabil®,
Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui stabilitas pooled sera dengan penambahan etilen glikol
dan pooled plasma yang ditambahkan NaF sebagai bahan kontrol pemeriksaan glukosa. Hasil
penelitian ini diharapkan memberikan kontribusi dalam pengembangan bahan kontrol yang lebih
ekonomis, stabil, dan aplikatif di laboratorium klinik, khususnya di negara berkembang seperti
Indonesia.

Metode

Penelitian ini menggunakan metode quas/i experiment yaitu metode penelitian yang tidak
sepenuhnya eksperimental. Teknik sampling menggunakan simple random sampling, dimana semua
spesimen berkemungkinan untuk dijadikan sampel penelitian. Penelitian ini dilaksanakan di
laboratorium SMC Rumah Sakit (RS) Telogorejo Semarang. Adapun populasi pada penelitian ini yaitu
serum dan plasma NaF pasien laboratorium SMC RS Telogorejo Semarang. Pembuatan pooled sera
etilen glikol itu sendiri menggunakan etilen glikol murni (pekat). Protokol pembuatan pooled sera
etilen glikol mengadaptasi dari modifikasi rekomendasi WHO™ vyaitu, serum pasien dikumpukan
dalam satu wadah dan dibekukan dahulu pada suhu freezer (-15°C) selama kurun waktu 24 jam.
Keesokan harinya, campuran tersebut dicairkan kembali dan bagian paling atas dibuang sekitar 15%
dari volum total. Penambahan etilen glikol murni sama banyak dengan volum yang dibuang,
kemudian dihomogenkan kembali dan dibagi menjadi 30 a/iguot. Pooled plasma NaF dibuat dengan
mengumpulkan sampel plasma NaF kedalam satu wadah, dihomogenkan dan dibagi menjadi 30
aliguot. Setiap harinya dilakukan pemeriksaan glukosa dari satu afiguot sampai 30 aliguot habis
(periode 30 hari pelaksanaan).

Uji Stabilitas

Uji stabilitas dilakukan untuk mengetahui nilai stabilitas dari suatu bahan. Suatu bahan dikatakan
stabil jika data pertama sampai terakhir tidak menunjukkan perbedaan yang signifikan. Stabilitas
dapat ditentukan dengan persamaan sebagai berikut:

jika | Xi —Xum | < 0.3 x nIQR

Keterangan:
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Xi = rata-rata contoh hasil uji kedua

Xuv = rata-rata hasil uji homogenitas

0.3 = konstanta yang ditetapkan oleh APLAC;

nIQR = selisih antara kuartil 3 dan kuartil 1 yang ternormalisasi.

Berdasarkan ISO 13528 [11-13] bahan dinyatakan stabil jika | Xi = Xum | < 0,33 %.

Hasil

Hasil pemeriksaan glukosa darah pada pooled sera etilen glikol dan pooled plasma NaF yang
disimpan pada suhu freezer (-15°C) selama 30 hari didapatkan sebagai berikut:

Tabel 1. Hasil Pemeriksaan Glukosa Darah

Hari Pooled sera etilen glikol Pooled plasma NaF
1 111,52 87,49
2 110,11 85,23
3 111,56 85,8
4 109,88 85,55
5 111,35 86,21
6 106,86 85,42
7 109,67 84,93
8 109,21 84,94
9 112,03 87,11
10 109,53 84,9
11 109,23 84,85
12 107,01 81,86
13 107,15 84,42
14 106,81 82,87
15 110,54 86,99
16 108,87 84,07
17 109,82 85,02
18 108,97 81,7
19 113,26 87,95
20 109,16 86,88
21 106,63 79,85
22 110,77 85,61
23 109,01 84,24
24 107,65 83,77
25 111,39 86,71
26 111,21 88,09
27 110,78 84,72
28 109,78 84,87
29 110,67 87,52
30 1113 85,14

Sumber: Data Primer 2024
Berdasarkan tabel 1 dapat diketahui karakteristik subjek penelitian sebagai berikut:
Tabel 2. Karakteristik Subjek Penelitian

Karakteristik Pooled sera etilen glikol Pooled plasma NaF
Mean 109,72 85,16
Median 109,80 85,08
Min. 106,63 81,70
Max 113,26 88,09
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SD 1,72 1,89
Sumber: Data Primer 2024

Data kadar glukosa darah yang diperoleh dari penelitian kemudian dilakukan analisa data dengan
perhitungan menggunakan rumus stabilitas yang diadaptasi dari ISO 13528 [11-13] sebagai berikut:

Tabel 3. Hasil Perhitungan Stabilitas Pooled Sera Etilen Glikol dan Pooled Plasma NaF

Bahan Hasil Perhitungan Stabilitas
Pooled sera etilen glikol 0,95 % Tidak stabil
Pooled plasma NaF 1,07 % Tidak stabil

Sumber: Data Primer 2024

Hasil perhitungan stabilitas menunjukkan bahwa pooled sera etilen glikol dan pooled plasma NaF
keduanya tidak stabil.

Pembahasan

Berdasarkan analisa data menggunakan rumus stabilitas, baik pooled sera etilen glikol maupun
pooled plasma NaF tidak memenubhi kriteria stabiltas berdasarkan ISO 13528 [11-13]. Pooled sera
etilen glikol menunjukkan hasil perhitungan sebesar 0,95 % dan pooled plasma NaF sebesar 1,07
dimana keduanya melebihi batas stabilitas yang ditetapkan (<0,33%).

Ketidakstabilan dari pooled plasma NaF ini dikarenakan mekanisme flourida pada NaF hanya
menghambat enzim enolase yang berada di hilir/ujung jalur metabolik glukosa®'°. Enzim enolase ini
tetap ada dan aktif memetabolisme glukosa sampai habis. Konsentrasi dari NaF yang digunakan
pada penelitian ini juga bisa mempengaruhi stabilitas, dimana NaF tidak cukup kuat untuk
menstabilkan glukosa selama periode penyimpanan 30 hari. Selain itu, penelitian sebelumnya
menyebutkan bahwa NaF membutuhkan waktu tertentu untuk mencapai penghambatan glikolisis
yang maksimal, sehingga selama periode awal penyimpanan, kadar glukosa masih dapat mengalami
penurunan®. Penggunaan flourida sebagai anti glikolisis bertahan baik dalam 4 jam pada suhu ruang
dan 24 jam pada suhu 4°C, dari hal tersebut diketahui bahwa waktu atau lamanya penundaan
pemeriksaan juga mempengaruhi hasil glukosat-'2,

Pooled sera etilen glikol yang disimpan pada suhu freezer (-15°C) menunjukkan ketidakstabilan, hal

bisa disebabkan oleh beberapa hal sebagai berikut:

1. Digunakan etilen glikol murni tanpa pengenceran, dimana etilen glikol murni dapat membeku
pada suhu sekitar -12°C. Membekunya sampel (pooled sera inhouse etilen glikol) ini harus
dilakukan pencairan terlebih dahulu sebelum digunakan untuk pemeriksaan glukosa. Proses
pencairan sampel serum (thawing) diketahui dapat mempengaruhi nilai dari analit di dalam
serum. Hal ini sesuai dengen penelitian lain yang menyatakan bahwa etilen glikol yang
diencerkan pada konsentrasi tertentu (7,5-17,5%) dapat menstabilkan serum sampai hari ke-
30 terutama kadar alkaline phosphatase (ALP) enzim?3,

2. Lama proses pencairan (thawing) sampel serum pada setiap af/iguotstidak sama, dimana waktu
atau penundaan pemeriksaan glukosa dapat mempengaruhi hasil. Secara /n vitro kadar glukosa
dapat turun (glikolisis) sekitar 5-7% per jamnya'4.

3. Pengaruh residu enzim glikolisis yang tidak sepenuhnya terinhibisi oleh etilen glikol pada suhu
penyimpanan -15°C. Penelitian sebelumnya mengungkapkan bahwa efektivitas stabilizer seperti
etilen glikol cenderung menurun apabila terdapat faktor lain, seperti aktivitas enzim residual
atau kontaminasi bahan biologis, yang mempercepat degradasi glukosa®.

Meskipun hasil perhitungan stabilitas antara pooled sera etilen glikol dan pooled plasma NaF sama-
sama menunjukkan tidak stabil, akan tetapi dapat dilihat bahwa nilai stabilitas dari pooled sera etilen
glikol lebih baik dari pooled plasma NaF bila disimpan pada suhu freezer (-15°C) selama 30 hari.
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Kesimpulan dan Saran

Penelitian ini untuk mengetahui stabilitas pooled sera etilen glikol dan pooled plasma NaF sebagai
bahan kontrol pemeriksaan glukosa selama 30 hari penyimpanan pada suhu freezer (-15°C).
Berdasarkan analisis stabilitas menggunakan metode yang diadaptasi dari ISO 13528 [11-13],
diketahui bahwa:

1. Pooled sera etilen glikol memiliki nilai stabilitas sebesar 0,95%, sedangkan pooled plasma
NaF sebesar 1,07%. Keduanya tidak memenuhi kriteria stabilitas yang ditetapkan (<0,33%),
sehingga dinyatakan tidak stabil.

2. Ketidakstabilan pooled plasma NaF disebabkan oleh mekanisme kerja NaF yang hanya
menghambat enzim enolase pada jalur akhir glikolisis, serta konsentrasi NaF yang mungkin
tidak cukup efektif untuk mencegah degradasi glukosa selama 30 hari penyimpanan.

3. Ketidakstabilan pooled sera etilen glikol dapat dikaitkan dengan beberapa faktor, yaitu
penggunaan etilen glikol murni tanpa pengenceran, pengaruh proses pencairan (thawing)
sampel sebelum analisis, dan residu enzim glikolisis yang tidak sepenuhnya terinhibisi pada
suhu penyimpanan -15°C.

4. Meskipun keduanya tidak stabil, pooled sera etilen glikol menunjukkan nilai stabilitas yang
lebih baik dibanding pool/ed plasma NaF.

Penelitian ini menegaskan perlunya pengembangan lebih lanjut untuk meningkatkan stabilitas pooled
sera dan pooled plasma sebagai bahan kontrol glukosa, khususnya dengan mengoptimalkan
formulasi stabilizer (penggunaan etilen glikol pada konsentrasi 7,5-17,5%) dan penentuan lamanya
proses pencairan sampel (prosedur thawing).
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