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ABSTRAK

LDL merupakan pengangkut kolesterol terbesar dalam darah, kolesterol disebarkan
keseluruh sel — sel jaringan tubuh dan pembuluh darah dalam bentuk LDL. Metode
pemeriksaan LDL Kolesterol,dapat dibagi menjadi 2 yaitu Metode metode indirek
(Formula Fridewald)pemeriksaanya memerlukan parameter lain vyaitu kolesterol,
trigliserida dan HDL kolesterol, karena merupakan suatu perhitungan ketepatannya
sangat tergantung pada pemeriksaan ketiga parameter tersebut, dan berkembangnya
waktudiperkenalkan suatu metode baru dalam menentukan kadar LDL kolesterol metode
direk (presipitasi). keuntungan metode direk (presipitasi) ini adalah kemampuan otomatis
penuh dalam mengukur kadar LDL kolesterol secara langsung. Tujuan dari penelitian ini
adalah untuk mengetahui bagaimana perbedaan metode indirek (formula friedwald) dan
metode direk (presipitasi) terhadap parameter LDL Kolesterol. Metode penelitian yang di
gunakan adalah analitik komperatif. 30 sampel yang di teliti didapatkan rata — rata kadar
LDL kolesterol metode direk (presipitasi) 149 mg/dl dan metode indirek (formula
fridewald) 142 mg/dl. Berdasarkan perhitungan statistik uji beda paired t-test didapatkan t
= 5,349 dan p = 0,000 karena p < 0,05 maka dapat disimpulkan ada perbedaan kadar LDL
kolesterol yang bermakna antara metode direk (presipitasi) dan indirek ( formula
fridewald).

Kata kunci : LDL Kolesterol, metode direk (presipitat, metode indirek (formula
fridewald)
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2.

3.

ABSTRACT

LDL cholesterol is the largest carrier in the blood, cholesterol dispersed throughout the
cell - tissue cells and blood vessels in the form of LDL .LDL Cholesterol inspection
methods , can be divided into 2 of the method of indirect methods ( Formula Fridewald )
examination requires another parameter , namely. cholesterol , triglycerides and HDL
cholesterol , because it is a calculation accuracy is highly dependent on the examination
of three parameters and the development time introduced-a new method of determining
the levels of LDL cholesterol direk method ( precipitation ) profit direk method (
precipitation ) are full automatic capability to measure the levels of LDL cholesterol
directly. the purpose of this study is to see how changes to the indirect method ( formula
friedwald ) and direk method ( precipitation ) of the parameters of LDL cholesterol .The
research method used is a comparative analytic.30 samples obtained in meticulous
average - average levels of LDL cholesterol direk method

('precipitation ) 149 mg / dl and indirect methods ( formula fridewald ) 142 mg / dl.Based
on statistical calculations of different test paired t -test obtained t = 5.349 and p = 0.000
for p < 0.05 , it can be concluded that there are differences in the levels of LDL
cholesterol significantly between direk method ( precipitation ) and indirect ( formula
fridewald ) .

Keywords :LDL Cholesterol , direk method ( precipitates , the indirect method (
formula fridewald )
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BAB |

PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Kolesterol adalah zat lemak yang beredar dalam darah, diproduksi oleh
hati dan sangat diperlukan oleh tubuh, tetapi kolesterol berlebih akan
menimbulkan masalah terutama pada pembuluh darah jantung dan otak.
Kolesterol yang diproduksi terdiri atas 2 jenis yaitu kolesterol HDL (high density
lipoprotein) dan kolesterol LDL (low density lipoprotein) bila jumlahnya berlebih,
dalam darah akan diendapkan pada dinding pembuluh darah dan membentuk
bekuan yang dapat menyumbat pembuluh darah, sedangkan HDL kolesterol,
mempunyai fungsi membersihkan pembuluh darah dari LDL kolesterol yang
berlebihan (Fikri, 2009).

LDL merupakan pengangkut kolesterol terbesar dalam darah, kolesterol
disebarkan ke seluruh sel — sel jaringan tubuh dan pembuluh darah dalam bentuk
LDL. LDL kolesterol juga merupakan lipoprotein berkepadatan rendah yang dapat
menembus tunica intima serta mempunyai sifat melekat pada dinding pembuluh
darah yang dapat menyebabkan timbulnya benjolan-benjolan yang berisikan LDL
kolesterol (Tanno, dkk, 2010).

LDL mengandung paling banyak kolesterol dari semua lipoprotein, sel hati
memproduksi kolesterol dalam tubuh, kemudian disebarkan oleh sistem tubuh,

LDL kolesterol dalam darah ke jaringan-jaringan tubuh (Soeharto, 2004).

http://lib.unimus.ac.id
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Metode yang banyak digunakan dalam pengukuran kadar LDL kolesterol
yaitu metode indirek (Formula Fridewald) (Can, dkk, 2009), dengan
berkembangnya waktu diperkenalkan suatu metode baru dalam menentukan kadar
LDL kolesterol metode direk (presipitasi). Keuntungan metode direk (presipitasi)
ini adalah kemampuan otomatis penuh dalam mengukur kadar LDL kolesterol
secara langsung (Putra, 2012).

Metode formula fridewald memerlukan parameter lain yaitu kolesterol,
trigliserida dan HDL kolesterol, karena - merupakan suatu perhitungan
ketepatannya sangat tergantung pada pemeriksaan ketiga parameter tersebut.
Metode formula fridewald tidak dapat diukur bila kadar trgiliserida >400 mg/dl,
karena unsur lipid yang ada dapat mengganggu hasil kadar LDL kolesterol yang
sesungguhnya. Metode formula fridewald masih banyak digunakan karena bila
Klinisi meminta kolesterol, trigliserida dan HDL kolesterol maka kadar LDL
kolesterol cukup didapat dengan rumus fridewald (Williamson AM & Synder LM,
2011).

Selain metode indirek (formula fridewald) ada juga metode direk
(presipitasi) yang digunakan untuk mengukur kadar LDL kolesterol. Metode direk
dapat langsung mengukur kadar LDL Kkolesterol, tanpa perlu memeriksa
kolesterol, trigliserida dan HDL kolesterol. Metode direk menguntungkan bagi
permintaan LDL kolesterol secara tunggal (Tanno, dkk, 2010).

Pentingnya pemeriksaan kadar LDL kolesterol dengan menggunakan 2
metode direk (presipitasi) dan metode indirek (formula fridewald) dan adanya

penelitian terdahulu yaitu Estiani Widiastuti dengan menggunakan metode indirek
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(fridewald) dan metode direk (homogenous assay) dan hasil penelitian kadar LDL
kolesterol metode direk lebih tinggi dibandingkan dengan kadar LDL kolesterol
metode indirek.

Berdasarkan penelitian terdahulu mendorong peneliti ingin melanjutkan
penelitian selanjutnya dengan menggunakan metode indirek (fridewald) dan direk
(presipitasi).

1.2. Rumusan Masalah

Berdasarkan latar belakang yang ada, maka masalah yang akan di kaji
pada penelitian ini adalah apakah ada perbedaan kadar LDL kolesterol dengan
menggunakan metode indirek (formula friedwald) dan metode direk (presipitasi)?
1.3.  Tujuan Penelitian
1.3.1. Tujuan Umum

Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui bagaimana perbedaan
kadar LDL — Kolesterol dengan menggunakan metode indirek (formula friedwald)
dan metode direk (presipitasi).

1.3.2. Tujuan Khusus
1. Mengukur kadar LDL Kkolesterol menggunakan metode direk
(presipitasi).

2. Mengukur kadar LDL kolesterol menggunakan metode indirek (formula

fridewald).

3. Menganalisa perbedaan kadar LDL Kolesterol metode direk

(presipitasi) dan metode indirek formula fridewald).
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1.4.  Manfaat Penelitian

Diharapkan dari penelitian ini dapat memberikan informasi :
1.4.1. Bagi Peneliti

Menambah wawasan dan pengetahuan dalam penerapan ilmu, khususnya
tentang metode yang digunakan pada pemeriksaan LDL kolesterol.
1.4.2. Bagi Masyarakat

Memberikan informasi kepada masyarakat agar mengetahui tentang
metode apa yang harus digunakan untuk pemeriksaan LDL kolesterol.
1.4.3. Bagi Institusi Pendidikan

Menambah kepustakaan dan menambah khasanah ilmu tentang perbedaan
kadar LDL kolesterol dengan menggunakan metode direk (presipitasi) dan

metode indirek (formula fridewald).
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1.5.  Orisinilitas Penelitian
Penelitan — penelitian yang pernah dilakukan terkait dengan pemeriksaan
LDL kolesterol dengan metode direk dan metode indirek.

Tabel 1. Keaslian Penelitian

No  Nama peneliti  Judul peneliti Penerbit(tahun) Hasil penelitian
1. Estiani Perbedaan kadar LDL Program  pendidikan Kadar serum
Widiastuti kolesterol dengan spesialis (PPDS — 1) LDL  kolesterol
metode bagian patologi metode direk
direk(homogeneous klinik.Fk lebih tinggi
assay) dan indirek Undip/Rs.Kariadi dibandingkan
(fridewald) pada Semarang (2003) dengan  metode
penderita diabetes indirek pada
melitus penderita diabetes
melitus.
2. Kevin Yonathan Perbandingan nilai Fakultas Kedokteran Pada kadar
Widianto,dkk LDL kolesterol indirek  Universitas Kristen trigliserida <200
dan direk pada kadar Maranatha (2013) mg/dI terdapat
trigliserida <200 mg/dl kesesuain  nilai
dan antara 200 — 400 LDL  kolesterol
mg/dl. indirek dan

direk,pada kadar
trigliserida antara
200 — 400 mg/dl
terdapat
ketidaksesuain
antar nilai LDL
indirek dan direk.

Perbedaan yang terdapat antara penelitan sebelumnya dengan penelitian
yang akan dilakukan ini yaitu pada peneliti sebelumnya menggunakan metode
direk (homogeneous assay) sedangkan metode yang akan digunakan penliti yaitu

direk (presipitasi).
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BAB Il
TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Lipid

Profil lipid adalah unsur — unsur lemak dalam plasma yang terdiri dari
kolesterol, trigliserida, fosfolipid dan asam lemak bebas. Tiga unsur yang pertama
berkaitan dengan protein tertentu (Apoprotein) membentuk lipoprotein yang
kilomikron, VLDL (very low density lipoprotein), LDL (low density lipoprotein)
dan HDL (high desnsity lipoprotein) masing-masing mempunyai unsur lemak
dengan kandungan yang berbeda. lkatan ini memungkinkan asam lemak dapat
larut dalam darah dan kemudian dikirim keseluruh tubuh. Penetapan kadar lipid
darah dalam plasma dilakukan dengan mengukur kadar total kolesterol, HDL
kolesterol, LDL kolesterol dan trigliserida. Profil lipid pada umumnya diperiksa
setelah subyek puasa 10-12 jam (Kee JL, 2008).
2.2.  Jenis —jenis Lipid

Menurut Kee JL, 2008 jenis lipid yang penting dalam tubuh, terbagi
sebagai berikut :
2.2.1. Kolesterol Total

Kolesterol adalah alkohol steroid, semacam lemak yang ditemukan dalam
lemak hewani, minyak, empedu, susu, kuning telur, yang sebagian besar disintesis
oleh hati dan sebagian kecil diserap oleh diet. Keberadaan dalam pembuluh darah
pada kadar tinggi akan cenderung membuat endapan atau kristal / lempengan yang

akan menyumbat darah(Kee JL, 2008).
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2.2.2. Trigliserida

Trigliserida adalah salah satu lemak bukan kolesterol dalam darah dan
berbagai organ tubuh. Trigliserida merupakan substansi yang terdiri dari gliserol
yang mengikat gugus asam lemak. Makan-makanan yang mengandung lemak
akan meningkatkan kadar trigliserida dalam darah dan cenderung meningkatkan
kadar kolesterol. Lemak yang berasal dari buah-buahan seperti kelapa, durian, dan
alpukat tidak mengandung kolesterol tetapi kadar trigliserida dalam darah tinggi.
Sejumlah faktor mempengaruhi kadar trigliserida dalam darah seperti kegemukan,
konsumsi lemak, konsumsi gula biasa dan konsumsi alkohol (Kee JL, 2008).
2.2.3. HDL

HDL merupakan salah satu dari tiga komponen lipoprotein yaitu
kombinasi lemak dan protein, mengandung kadar protein tinggi, sedikit
trigliserida dan fosfolipid, mempunyai sifat umum protein dan terdapat pada
plasma darah, ‘disebut juga lemak baik yang membantu membersihkan
penimbunan plak pada pembuluh darah (Kee JL, 2008).
224. LDL

LDL adalah lipoprotein dalam plasma yang mengandung sedikit
trigliserida, fosfolipid sedang dan kolesterol tinggi. LDL mengandung paling
banyak kolesterol dari semua lipoprotein dan merupakan pengirim kolesterol
utama dalam darah. Sel-sel tubuh memerlukan kolesterol untuk bisa tumbuh dan
berkembang sebagaimana mestinya. Sel-sel tubuh memperoleh kolesterol dari

LDL. Jumlah kolesterol yang bisa diserap oleh sebuah sel ada batasanya, Oleh
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karena itu makan banyak lemak jenuh atau makanan yang mengandung kolesterol
tinggi akan mengakibatkan kadar kolesterol dalam darah tinggi (Kee JL, 2008).
2.3. Pengertian LDL Kolesterol

LDL kolesterol merupakan lipoprotein berkepadatan rendah yang dapat
menembus tunica intima serta mempunyai sifat melekat pada dinding pembuluh
darah yang dapat menyebabkan timbulnya benjolan-benjolan yang berisikan LDL
kolesterol (Tanno,dkk, 2010).

LDL berukuran kecil sehingga mudah masuk ke pembuluh darah, terutama
jika dinding tersebut rusak karena ada beberapa faktor resiko seperti usia,
merokok, hipertensi atau faktor keturunan. LDL yang menumpuk membentuk
plak lemak sepanjang pembuluh darah bagian dalam, akan menyumbat pembuluh
darah sehingga membuat lumennya semakin sempit, keadaan seperti ini sering
disebut ateroklorosis, karena darah akan sulit mengalir melalui pembuluh darah
sempit sehingga meningkatkan resiko penyakit jantung (Fikri,2009).

LDL mengandung paling banyak kolesterol dari semua lipoprotein, dan
merupakan pengirim  kolesterol utama dalam darah, sel hati memproduksi
kolesterol dalam tubuh, kemudian disebarkan oleh sistem tubuh LDL, kolesterol
dalam darah kejaringan-jaringan tubuh (Soeharto, 2004).

2.3.1. Pemeriksaan LDL Kolesterol
Metode pemeriksaan LDL Kolesterol, dapat dibagi menjadi dua yaitu

indirek dan direk sebagai berikut :

http://lib.unirgus.ac.id
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2.3.1.1. Metode indirek (Secara tidak langsung)
Metode indirek terdapat beberapa teknik pemeriksaan antara lain sebagai
berikut:
1. Metode formula fridewald

Validasi suatu formula oleh fridewald dkk telah menghasilkan
penggunaan suatu nilai LDL-Kolesterol yang telah dihitung. Prosedur ini
konsentrasi total, trigliserida dan HDL-Kolesterol terlebih dahulu diukur dan
kemudian konsentrasi LDL-Kolesterol dihitung. Formula tersebut tergantung
kepada asumsi bahwa VLDL-C terdapat dalam konsentrasi yang sama dengan
seperlima konsentrasi trigliserida. Asumsi ini valid untuk konsentrasi trigliserida
> 400 mg/dl, Kemudian akan terjadi inkonsistensi dalam rasi VLDL
trigliserida/kolesterol dan formula tersebut tidak dapat digunakan (Kozo dkk,
2010).

Kadar total kolesterol, HDL dan trigliseria dalam darah dapat diketahui
dengan tes laboratorium setelah pasien puasa sekurang-kurangnya 10 jam dan
sebaiknya 12 jam. Kadar total kolesterol,HDL dan trigliserida umumnya diukur
secara fotometri, sedangkan metode yang digunakan untuk pemeriksaan total
kolesterol adalah CHOD-PAP, HDL menggunakan metode presipitasi dan
trigliserida metodenya GPO-PAP, adapun LDL ditentukan secara tak langsung
yakni destinasi memakai rumus yang disusun oleh Fridewald, Levy dan
Fredrickson (Soeharto,2004).

Pemeriksaan LDL dengan berkembangnya waktu diperkenalkan suatu

metode baru dalam menentukan kadar LDL kolesterol yaitu metode direk
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(presipitasi), yang dikembangkan dari pemeriksaan LDL indirek (fridewald)
Kelemahan cara indirek (fridewald )yaitu, bila kilomikron meninggi, kesalahan
menghitung menjadi besar. Pemeriksaan laboratorium, rumus fridewald tidak
dapat digunakan bila kadar trigliserida > 400 mg/dl.

Metode formula fridewald banyak digunakan, dimana Kkolesterol
trigliserida dan HDL Kolesterol diukur, kemudian LDL Kolesterol dihitung
dengan menggunakan rumus fridewald (Murat, dkk,2008).

LDL kolesterol = kolesterol total - ( HDL kolesterol + Trigliserida )
5

2. Metode Ultrasentrifugasi
Metode ini dapat memisahkan lipoprotein, pada densitas plasma 1,006

g/ml kilomikron dan VLDL, akan terapung sedangkan LDL dan HDL akan
mengendap. Densitas 1,210 g/ml HDL akan mengapung protein plasma yang lain
akan mengapung pada densitas diatas 1,3 g/ml, jadi lipoprotein dapat dipisahkan
dari protein plasma yang lain dan dari masing-masing lipoprotein dengan
ultrasentrifugasi pada densitas tertentu (Young & Bernes, 1996).
3. Metode Elektroforesis

Elektroforesis merupakan salah satu metode untuk memisahkan dan
mengukur lipoprotein. Bahan yang digunakan adalah gel agarosa karena sensitif
dan dapat memisahkan lipoprotein. lipoprotein yang berpindah berturut-turut
HDL> VLDL> LDL. Lipoprotein secara elektroforesis dinamakan sesuai dengan
mobilitasnya. LDL (a lipoprotein) bergerak pada daerah o globulin, LDL (B
lipoprotein) migrasi pada daerah § globulin dan VLDL (pre-f3 globulin) pada pre-

B globulin (Henry, 1996).
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4. Metode Presipitasi Polianion
Metode ini menggunakan lipoprotein dipresipitasi dengan polianion
seperti heparin sulfat dan dextran sulfat dengan adanya kation divalen. Presipitasi
dipengaruhi oleh konsentrasi reagen, pH, kekuatan ion, adanya protein serum lain,
antikoagulan, jumlah lipid dan protein yang ada alam lipoprotein, kondisi serta
lamanya penyimpanan sampel. Masing - masing lipoprotein dapat dipisahkan
dengan metode presipitasi polianion (Rifai dkk, 1998).
5. Metode Kombinasi
Metode kombinasi menggunakan spesimen EDTA plasma yang diputar
pada ultrasentrifus dengan kecepatan 105,000 G selama 18 jam pada 10°C pada
kondisi ini, VLDL dan kilomikron akan terakumulasi sebagai lapisan yang
melayang dengan d < 1,006 g/ml infranatan berisi LDL dan HDL. Lapisan yang
melayang dipisahkan dan aliquot diputar kembali. Kadar kolesterol diukur, sedang
HDL diukur tersendiri dari aliquot plasma. VLDL dan LDL kolesterol dihitung
dengan formula :
[ VLDL - kol ] = [ total kolesterol ] - [d > 1,006 g/ml ]
[ LDL — kol ] =[d>1,006 g/ml]-[ HDL — Kolesterol ]
Kelemahan metode ini digunakan membutuhkan peralatan yang mahal dan
memerlukan keterampilan khusus sehingga sukar dilakukan oleh kebanyakan

laboratorium Klinik (Gotto Am & Pownall, 1999).
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2.3.1.2. Metode direk (Secara langsung)

Metode ini sedang berkembang dan mulai banyak digunakan, terdapat

beberapa teknik pemeriksaan yaitu:
1. Metode Imunokimia

Metode imunokimia menggunakan poliklonal antibodi untuk
mempresipitasi VLDL, IDL dan HDL sedangkan LDL kolesterol diukur dalam
supernatan dengan metode enzimetik (Sun dkk, 2005).

2. Metode Presipitasi

Metode Presipitasi langsung dengan cara mempresipitasikan LDL-
Kolesterol dengan polyvinil sulfat atau heparin pada pH rendah, kadar LDL-
Kolesterol dihitung sebagai selisih dari total kolesterol dan kadar yang terdapat
pada supernatan (Sun dkk, 2005). Pada penetapan kadar LDL- Kolesterol,
digunakan metode presipitasi atau pengendapan. Prinsip metode ini adalah LDL
diendapkan dan setelah disentrifugsi HDL dan VLDL ada di supernatant. LDL
dapat dihitung dari perbedaan kolesterol supernatant dan serum total (Sun dkk,
2005).

Metode presipitasi jauh lebih tidak terpengaruh oleh peningkatan kadar
trigliserida bila dibandingkan dengan perhitungan fridewald, metode presipitasi
tetap dapat melakukan pemeriksaan walaupun kadar trigliserida tinggi. Metode
presipitasi juga dapat langsung memeriksa kadar LDL Kolesterol, tanpa
memerlukan memeriksa kolesterol, trigliserida dan HDL Kolesterol. Metode
presipitasi menguntungkan bagi permintaan LDL Kolesterol secara tunggal.

(Kozo dkk, 2010).
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Salah satu kelebihan metode presipitasi dibandingkan perhitungan
fridewald adalah kemampuanya untuk memeriksa LDL Kolesterol dalam
spesimen nonpuasa, karena kilomikron dapat dieliminasi oleh reagen. Harus
dicatat bahwa semua perbandingan metode pemeriksaan LDL Kolesterol saat ini
masih menggunakan spesimen puasa (Putra,2012).

3. Metode Homogenassay

Metode baru dalam menentukan kadar LDL Kkolesterol diperkenalkan
pada tahun 1998. Arti dari “Homogen” yaitu seperti yang digunakan dalam
immunoassay, metode homogenassay tidak memerlukan pemisahan antar label
yang bebas dan yang terikat, metode homogenassay juga memiliki kemampuan
otomatis penuh dalam menentukan kadar LDL kolesterol secara langsung, selain
itu juga memerlukan volume sampel yang kecil dan waktu pemeriksaan yang
singkat. Keuntungan potensial lainya yaitu menggunakan pipet otomatis serta
kendali waktu dan suhu yang lebih akurat (Putra, 2012).

2.4.  Kerangka Teori

Pemeriksaan
LDL kolesterol

A

Metode Metode
direk indirek

\ 4 v

1. Imunokimia 1. Elektroforesis
2. Homogenassay 2. Kombinasi
3. Presipitasi 3. Ultrasentrifugasi

4. Presipitasi polianion

5. Formula fridewald

A 4
Kolesterol HDL Trigliserida
Total
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2.5. Kerangka Konsep

Metode Direk

Kadar LDL - Kolesterol

v

Metode Formula
Fridewald

Variabel Bebas Variabel Terikat

2.6.  Hipotesis

Berdasarkan rumusan masalah yang telah dipaparkan sebelumnya,
hipotesis dalam penelitian ini adalah:
Ho = Tidak ada perbedaan kadar LDL — C Metode direk (presipitasi) dan metode
indirek (formula Fridewald).
Ha = Ada perbedaan kadar LDL — C Metode direk (presipitasi) dan Metode

indirek (formula Fridewald).
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3.1.

3.2.

3.3

Jenis Penelitian

BAB |11

METODE PENELITIAN

Jenis penelitian yang digunakan adalah kuantitatif.

Desain Penelitian

Desain penelitian yang digunakan adalah analitik komperatif

Variabel Penelitian

Variabel Penelitian

Variabel yang akan diamati pada penelitian ini yaitu :

1. Variabel Bebas adalah metode direk (presipitasi) dan metode indirek
(formula fridewald).

2. Variabel Terikat adalah Pemeriksaan LDL kolesterol

Definisi Operasional

No. Variabel Definisi

1. LDL Kolesterol lipoprotein berkepadatan rendah yang dapat menembus tunica
intima serta mempunyai sifat melekat pada dinding pembuluh
darah yang dapat menyebabkan timbulnya benjolan-benjolan
yang berisikan LDL kolesterol. LDLKaolesterol dapat dilakukan
dengan 2 pemeriksaan yaitu metode direk dan metode indirek.

2. LDL metode pengukuran kadar LDL Kolesterol dalam darah pasien
indirek (formula  diestimasi dengan rumus : riol P
i rigliserida
fridewald)) LDL Kolesterol = Total Koleteral — (HDL +3f
3. LDL metode direk  dilakukan dengan metode direk (presipitasi)secara langsung
(presipitasi) dengan mempresipitasikan LDL- Kolesterol dengan polyvinil

sulfat atau heparin pada pH rendah, kadar LDL-Kolesterol
dihitung sebagai selisih dari total kolesterol dan kadar yang
terdapat pada supernatan.
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3.5.  Populasi dan Sampel Penelitian
3.5.1. Populasi Penelitian

Populasi dan sampel penelitian adalah mahasiswa dan mahasiswi DIV
Analis Kesehatan angkatan 2012 program reguler Universitas Muhammadiyah
Semarang.
3.5.2. Besar Sampel

Besar sampel minimal pada penelitian ini ditentukan dengan menggunakan
rumus Slovin (Sugiyono, 2005) dengan diketahui jumlah populasi pada penelitian

ini sebanyak 32 orang, maka perhitungan sampel minimal sebagai berikut :

n=——q

 1+Ne*
Dimana :
1 = Ukuran minimal sampel
N = Ukuran populasi

e = Toleransi tingkat kesalahan = 5%

32
=
1+ 32 (5%)2

n = 29,6296296 dibulatkan menjadi 30
Jumlah sampel minimal dibutuhkan sebanyak 30 orang.
3.6. Alat dan Bahan
3.6.1. Alat Pemeriksaan
Alat — alat yang digunakan antara lain yaitu spuit disposible, kapas

alkohol, rak tabung reaksi, tabung centrifuge, mikropipet 100 ul, 10 pl, dan

fotometer 4010.
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3.6.2. Bahan Pemeriksaan

Bahan — bahan yang digunakan antara lain yaitu serum,reagen Kit
presipitant HDL, reagen kolesterol reagen trigliserida, reagen kit LDL Precipitant
(Dsi).
3.7.  Prosedur Penelitian
3.7.1. Pengambilan Sampel Darah Vena

Vena lengan yang ingin ditusuk dibersihkan dengan alkohol 70% dan
dibiarkan sampai kering.. Tourniquet dipasang pada lengan atas untuk
memperlihatkan dan agak menonjolkan vena. Kulit ditegangkan diatas vena
dengan jari — jari tangan Kiri supaya vena tidak dapat bergerak. Kulit ditusuk
dengan jarum dan spuit dengan tangan kanan sampai ujung jarum masuk ke dalam
lumen vena. Tourniquet dilepas dan perlahan-lahan tarik penghisap spuit sampai
jumlah darah yang dikehendaki didapat. Kapas alkohol 70% diletakkan diatas
jarum lalu dicabut spuit dan jarumnya. Jarum dilepas dari spuit dan darah
dialirkan ke dalam tabung vacutainer.
3.7.2. Pembuatan Serum

Darah yang sudah beku dimasukkan ke dalam centrifuge untuk dilakukan
pemusingan. Posisi tabung diatur dalam centrifuge dengan posisi yang seimbang.
Pemusingan dilakukan dengan kecepatan 3000 rpm dalam waktu 10 menit. Serum
yang terbentuk dipisahkan untuk dilakukan pemeriksaan atau dapat disimpan di

dalam freezer bersuhu -20°C.
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3.7.3. Pemeriksaan LDL Kolesterol Metode Indirek
3.7.3.1. Pemeriksaan Total Kolesterol

Disiapkan 3 tabung reaksi masing — masing untuk standar, blanko, dan
sampel, kemudian diipipet 100 ul, reagen kolesterol masukan kedalam masing —
masing tabung reaksi yang telah diberi label. Dipipet 10 pl sampel campur dan
inkubasi selama 10 menit pada suhu 37°C. Absorbansi dibaca dengan fotometer
4010 dengan panjang gelombang 546 nm dan program c/st dengan standar
kolesterol 200 mg/dl.
3.7.3.2. Pemeriksaan HDL Kolesterol

Disiapkan reagen kerja 1 bagian aquabides + bagian reagen untuk
presipitan. Dipipet 500 pl reagen kerja dan masukan kedalam tabung reaksi
kemudian ditambah serum 200 pl didiamkan selama 10 menit. Dicentrifuge
selama 10 menit dengan kecepatan 4000 rpm untuk membuat supernatanya.
Disiapkan 2 tabung untuk blanko dan sampel masing — masing diisi 1000 pl
reagen kolesterol.  Dicampur inkubasi selama 10 menit pada suhu kamar.
Absorbansi dibaca dengan fotometer 4010 dalam waktu + 45 menit dengan
panjang gelombang 546 nm.
3.7.3.3. Pemeriksaan Trigliserida

Disiapkan 3 tabung reaksi masing — masing untuk standar, blanko dan
sampel. Dipipet 1000 pl reagen trigliserida masukan kedalam masing — masing
tabung reaksi.Dipipet 10 pl sampel campur inkubasi 10 menit pada suhu 37°C.
Absorbansi dibaca dengan fotometer 4010pada panjang gelombang 546 nm

dengan program c/st. Standar trigliserida 200 mg/dl.
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3.7.4.  Prosedur Pemeriksan LDL Kolesterol Metode Direk
3.7.4.1. Pembuatan Presipitat

Disiapkan 1 tabung. Kemudian dipipet sampel sebanyak 100 ul tambahkan
1000 pl precipitating reagent. Dicampur dan inkubasi 15 menit pada suhu ruang.
Dicentrifuge selama 20 menit 2500 rpm hingga 1 jam. Setelah centrifuge pindah
100 pl supernatan untuk reaksi perhitungan kolesterol.
3.7.4.2. Pembuatan Sample Standar

Disiapkan 2 tabung reaksi masing — masing diberi label untuk standar dan
sampel. Dipipet 100 pl standar dan tambahkan 1000 ul cholesterol reagen pada
tabung standar. Dipipet 100 pl supernatan dan tambahkan 1000 ul cholesterol
reagen pada tabung sampel. Dicampur kemudian inkubasi selama 5 menit pada
suhu 37°C baca absorban sampel dalam waktu 45 menit pada panjang gelombang

546 nm.
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3.8.  Alur Pemeriksaan

Mahasiswa / Mahasiswi

v
Darah Vena

Sentrifuge selama 10
menit dengan 3500 rpm

v

Serum

vy v

Pemeriksaan  pomeriksaar Pemeriksaan

kolesterol  Trigliserida HDL
total

!

Metode indirek
(formula Fridewald)

3.9. Teknik Pengumpulan Data dan Analisis Data

Metode direk
(presipitasi)

20

Data yang dipakai adalah data primer yang diambil langsung dari hasil

pemeriksaan kolesterol total, trigliserida, HDL Kolesterol, dan LDL Kolesterol

pada mahasiswa dan mahasiswi DIV Analis Kesehetan semester 7 Universitas

Muhammadiyah Semarang.

Data primer yang didapat ditabulasi dan dimasukan sebagai data kedalam

komputer, kemudian dicari rata — rata dan simpang baku, kemudian dilakukan uji

normalitas data dengan Kolmogorov — Sminov Test dan dianjurkan dengan uji

beda Paired t-test menggunakan perangkat lunak SPSS PC Versi 17.0.
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3.10 Tempat dan Waktu Penelitian
Penelitian ini akan dilakukan di laboratorium kimia klinik Universitas
Muhammadiyah Semarang dan di Balai laboratorium Kesehatan Semarang mulai

bulan maret 2016.
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BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN
4.1. Hasil Penelitian
Penelitian ini menggunakan sampel yang diambil dari mahasiswa D IV
Analis Kesehatan semester tujuh yang berjumlah 30 orang. Pemeriksaan LDL

Kolesterol dilakukan dengan metode direk dan indirek, hasil pemeriksaan tersebut

dapat dilihat pada gambar 1

Hasil Pemeriksaan LDL Kolesterol
B MetodeDirek
B MetodeIndirek

200

150

HIIIIIIIIHIIIIIIIHH”
SRRy

(mg/dl)

1 23456789101112131415161718192021222324252627282930
(Sampel)

Gambar 1. Diagram hasil pemeriksaan LDL Kolesterol metode direk (presipitat) dan metode
indirek (formula fridewald).

Berdasarkan Gambar 1 hasil pemeriksaan LDL Kolesterol metode direk
(presipitat) kadar tertinggi pada sampel 29 yaitu 217 mg/dl dan kadar terendah
pada sampel 6 yaitu 101 mg/dl, sedangkan metode indirek (formula fridewald)

kadar tertinggi pada sampel 29 yaitu 207 mg/dl dan kadar terendah pada sampel 6

yaitu 98 mg/dl.
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Uji beda paired t-test didapatkan t = 8,352 dan p = 0,000 karena p < 0,05
maka dapat disimpulkan ada perbedaan kadar LDL kolesterol yang bermakna
antara metode direk (presipitasi) dan indirek ( formula fridewald).

4.2. Pembahasan

Hasil penelitian menunjukkan kadar LDL Kolesterol metode indirek
(formula fridewald) lebih rendah dibandingkan dengan kadar LDL Kolesterol
metode direk (presipitat), karena hasil pengukuran LDL indirek (formula
fridewald) dipengaruhi oleh adanya parameter lain yaitu kolesterol total,
trigliserida dan HDL kolesterol (Murat dkk, 2008). Ketepatan hasil metode
indirek (formula fridewald) sangat tergantung pada pemeriksaan ketiga parameter
tersebut, Perkiraan perhitungan dan faktor pembagi yang digunakan pada metode
indirek (formula fridewald) dapat menambah kesalahan dalam penetapan kadar
LDL Kolesterol (Kozo dkk, 2010).

Pengukuran kadar LDL Kolesterol metode direk (presipitat) secara
langsung dengan mempresipitasikan LDL Kolesterol dengan polyvinil sulfat atau
heparin pada pH rendah, kadar LDL Kolesterol dihitung sebagai selisih dari total
kolesterol dan kadar yang terdapat pada supernatan, oleh karena itu pengukuran
kadar LDL Kolesterol metode direk (presipitat) dapat langsung diukur tanpa ada
pengaruh dari kadar yang lain seperti metode indirek ( formula fridewald) yang

dapat mempengaruhi hasil (Sun dkk, 2005).
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BAB V

KESIMPULAN DAN SARAN

5.1. Kesimpulan

Kesimpulan yang diperoleh dari hasil penelitian ini yaitu :

1. Pemeriksaan kadar LDL Kolesterol menggunakan metode direk (presipitasi)
didapatkan hasil tertinggi pada sampel 29 yaitu 217 mg/dl, terendah pada
sampel 6 yaitu 101 mg/dl dan hasil rata-rata 149 mg/dI

2. Pemeriksaan kadar LDL Kolesterol metode indirek (formula fridewald)
didapatkan hasil tertinggi pada sampel 29 yaitu 207 mg/dl, hasil terendah
pada sampel 6 yaitu 98 mg/dl dan hasil rata-rata 142 mg/dl

3. Berdasarkan Uji beda paired t-test didapatkan t = 8,352 dan p = 0,000 karena
p < 0,05 maka dapat disimpulkan ada perbedaan kadar LDL kolesterol yang
bermakna antara metode direk (presipitasi) dan indirek ( formula fridewald).

4. Kadar LDL Kolesterol metode direk (presipitat) lebih tinggi dibandingkan
dengan kadar LDL Kolesterol metode indirek (formula fridewald).

5.2. Saran

1. Pemeriksaan kadar LDL Kolesterol sebaiknya menggunakan metode direk
(presipitat) karena dapat langsung mengukur kadar LDL Kolesterol.

2. Peneliti lain disarankan untuk meneliti lebih lanjut mengenai perbedaan

metode indirek (fridewald) dengan metode direk namun tidak menggunakan

metode (presipitasi) bisa menggunakan metode direk (imunokimia).
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Lampiran 1. Hasil Pemeriksaan LDL Kolesterol Metode Direk (Presipitasi)

dan Metode Indirek (Formula Fridewald)

Metode Pemeriksaan

No.
Direk presipitasi Indirek formula fridewald
(mg/dl) (mg/dl)

1 153 151
2 133 131
3 127 125
4 134 131
5 190 187
6 101 98
7 187 185
8 184 182
9 139 137
10 105 102
11 118 114
12 163 155
13 147 144
14 114 110
15 125 123
16 179 172
17 135 130
18 172 159
19 133 130
20 149 145
21 182 178
22 134 129
23 117 115
24 151 146
25 175 166
26 161 157
27 105 99
28 194 182
29 217 207
30 150 141
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Lampiran 2. Hasil Pemeriksaan LDL Kolesterol Metode Indirek (Formula

Fridewald) dan Perhitungan.

No Kadar Kadar HDL Kadar Trigliserida Kadar LDL
Kolesterol (mg/dl) (mg/dl) Kolesterol
(mg/dl) (mg/dl)
1. 217 51 75 151
2. 184 39 70 131
3. 185 45 75 125
4, 191 47 65 131
5. 248 46 75 187
6. 148 38 63 98
7. 230 32 66 185
8. 230 30 91 182
9. 182 32 67 137
10. 153 30 106 102
11. 166 38 70 114
12. 211 44 60 155
13. 198 40 70 144
14, 175 50 76 110
15. 186 47 80 123
16. 230 44 70 172
17. 190 46 72 130
18. 217 43 76 159
19. 183 41 63 130
20. 215 55 78 145
21. 230 39 66 178
22. 190 48 68 129
23. 170 40 78 115
24, 207 48 68 146
25. 230 49 78 166
26. 217 39 108 157
217. 162 46 88 97
28. 250 48 101 182
29. 256 36 65 207
30. 198 45 64 141
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Perhitungan LDL Kolesterol Metode Indirek (formula fridewald)

RUMUS :

Trigliserida :I

LDL Kolesterol = Total Koleterol— (HDL + -

Sampel 1
75
LDL Kolesterol = 217 — (51 + ?)
=217 - 66

=151 mg/dI

Sampel 2
70
LDL Kolestdrol = 184 < [39 3 ?)

=184 -53
=131 mg/dl

Sampel 3

70
LDL Kolesterol = 185 — |:45 —?J

= 184-60
= 125 mg/dl
Sampel 4
65
LDL Kolesterol =191 — (4? ——J
5
=191-60
= 131 mg/dI

http://lib.unimus.ac.id
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Sampel 5

75
LDL Kolesterol = 248 — (46 —?J

= 248 -61
= 187 mg/dl
Sampel 6

&3
LDL Kolesterol = 148 — (38 —?J

= 148 - 50
= 98 mg/dl
Sampel 7

(o1a]
LDL Kolesterol = 230 — |:32 —?J

= 230-45
= 185 mg/dl
Sampel 8

91
LDL Kolesterol = 230 — (3':] —?J

= 23048
=182 mg/dl
Sampel 9

a7
LDL Kolesterol = 182 — |:32 —?J

=182 45
= 137 mg/dl

http://lib.unimus.ac.id
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Sampel 10
106
LDL Kolesterol = 153 — [3{) ——J
5
=153 -51
=102 mg/dl
Sampel 11

70
LDL Kolesterol = 166 — (38 —?)

= 166 — 52
=114 mg/dl
Sampel 12
LDL Kolesterol = 211 — (44 —i—‘])
=211-56
=155 mg/dl
Sampel 13

70
LDL Kolesterol = 198 — [4<} L4 ?)

=198 — 54
=144 mg/dI

Sampel 14
76
LDL Kolesterol = 175 — [5{) + ?)

=175-65
=110 mg/dl

http://lib.unimus.ac.id

31


http://lib.unimus.ac.id

Sampel 15
80
LDL Kolesterol = 186 — [4? + ?)

=186 — 63
=123 mg/dI
Sampel 16

70
LDL Kolesterol = 230 — [44 + ?)

=230-58
=172 mg/dl

Sampel 17

72
LDL Kolestexfl =190 — [45 2 ?)

=190 -60
= 130 mg/dl
Sampel 18

76
LDL Kolesterol\= 217 — [43 L4 ?)

=217 -58
= 159 mg/dI
Sampel 19

63
LDL Kolesterol = 183 — [41 + ?)

=183 53
= 130 mg/dl

http://lib.unimus.ac.id
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Sampel 20

LDL Kolesteraol

Sampel 21

LDL Kolesteraol

Sampel 22

LDL Kolesteral

Sampel 23

LDL Kolesteraol

Sampel 24

LDL Kolesterol

78
=215 [55——)
5

=215 70
= 145 mg/dl

66
=230 — [39——)
5

=230 52
= 178 mg/dl

63
A0 <~ [48——)
5

=190 - 61
= 129 mg/d|

78
A 1705 [4-::1——)
5

=170 55
= 115 mg/dl

63
=207 — [48——)
5

=207 -61
=146 mg/dl

http://lib.unimus.ac.id
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Sampel 25

78
LDL Kolesterol = 230 — [49 + ?)

=230-64

=166 mg/dl
Sampel 26

108
LDL Kolesterol = 217 — [39 4 —)
5
=217 -60
=157 mg/dl

Sampel 27

28
LDL Kolesteral = 162 — (46 = ?)

=162 - 63

=99 mg/dl
Sampel 28

101
LDL Kolesterol = 250 — [48 L4 _J
5
=250 - 68
=182 mg/dI

Sampel 29

65
LDL Kolesterol = 256 — (36 + ?)

= 256 — 49
= 207 mg/dl

http://lib.unimus.ac.id
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Sampel 30

LDL Kolesterol = 198 — (45 + z )

64

=198 - 57

=141 mg/dl

http://lib.unimus.ac.id
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Lampiran 3. Perhitungan Spss

a. Uji Normalitas

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

Direk Indirek

N 30 30
Normal Parameters® Mean 149.13 144.37

Std. Deviation 30.093 28.764
Most Extreme Differences  Absolute 114 112

Positive 114 112

Negative -.076 -.079]
Kolmogorov-Smirnov Z .625 .615
Asymp. Sig. (2-tailed) .830 .844
a. Test distribution is Normal.

b. Hasil Uji Paired Sampel T Test

Paired Samples Statistics

Mean N Std. Deviation | Std. Error Mean
Pair1  Direk 149.13 30 30.093 5.494
Indirek 144.37 30 28.764 5.251
Paired Samples Correlations
N Correlation Sig.
Pair 1 Direk & Indirek 30 .995 .000

http://lib.unimus.ac.id
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Paired Samples Test

37

Paired Differences

95% Confidence Interval

Std. Sig.
of the Difference
Std. Error (2-
Mean | Deviation| Mean Lower Upper t df |tailed)
FDirek - Indirek

é
i

4.767 3.126 571 3.599 5.934] 8.352 29( .000
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Lampiran 4. Prosedur Pemeriksaan

lesterol FS*

ma on photometric systems

r Information
Kit slze
R 5x 25mL + 1y 3 mL Standard

R 6x 100 mL
R 1x 1000 mL
R 8x 50 mL
R 10x 60 mi
R 4% 60 mL
Rl $2x 25 mL
6x 3mL Standard

2ol is 3 component of cell membranes and a
or for steroid hormones and bile aclds synthesized
¥ cells and absorbed with food [1]. Cholesterol Is
¥ted in plasma via lipoproteins, namely ccmplexes
lipids and apolipoproteins [1]. There are four
of lipaproteins: high density lipoproteins (HODL), low
lipoproteins (LDL), very low density lipoproteins
and chylomicrons. While LDL is Involved In the
ol transport to the peripheral cells, HDL is
ible for the cholesterol uptake from the cells. The
ferent lipoprotein classes show distinct relationship
fary atherosclerosis [1). LDL-cholesterol (LOL-C)
ites to atherosclerotic plaque formation within the
Ama and s strongly associated with coronary
disease (CHO) and related mortality. Even with total
hin the normal range an increased
of LOL-C Indicates high risk. HDL-C has a
tive effect impeding plaque formation and shows an
ke reletionship to CHO prevalence. In fact, low HOL-C
constitute  an  Independent risk  factor. The
Emination of the individual total cholesterol (TC) leve!
=g for screening purposes while for a better risk
Sment it is necessary to measure additionally HDL-C
1 C
last few years several controlled clinical trials using
Sfe style changes and / or different drugs (especially
CoA  reductase inhibitors
d that lowering total cholesterol and LDL-C
e drastically CHD risk [2].

0-PAP”: enzymatic photometric test

ciple

ination of cholesterol arter enzymatic hydrolysis and
ion (3,4]. The colorimetric indicator is quinoneimine
is generated from 4-aminoantipyrine and phenol by

en peroxide under the catalytic action of peroxidase
er's reaction) [3),

solestec + 40 -CHE> Cholesterol + Fatty acld
w0l s 0, —CHQL> Cholesterol-3-one + H,0;

+ d-aminoantipyrine + Phenol 20> Quinonelmine + 4H,0

Biorol FS - Page 1 .

{statinsl).. have -

q

0stic reagent for quantitative in vitro determination of cholesterol in serum or

Reagents

Components and Concentrations
N.B. Concentrations are those in the final test mixture.

Reagent:

Good's buffer pH 6.7 50 mmol/L
Phenol S mmol/L
4-Aminoantipyrine 0.3 mmol/L
Cholesterol esterase (CHE) 2 200 U/L
Cholesterol oxidase (CHO) 250 U/L
Peroxidase (POD) 2 3 kU/L
Standard:

,200 mg/dL (5.2 mmol/L)
Storage Instructions and Reagent Stability

The reagent is stable up to the end of the indicated month
of expiry, if s'ored at 2 - 8 °C, protected from light and
contamination Is avoided, Do not freeze the reagents!

The standard is stable up to the end of the indicated month
of expiry, If stored at 2 - 25 °C,

Note: It has to be mentioned, that the measurement is not

influenced by occasionally occurring color changes, as long

as the absorbance of the reagent is < 0.3 at 546 nm.

Warnings and Precautions

1. The reagent contains sodium azide (0.55 a/L) as
preservative. Do not swallow! Avoid contact with skin
and mucous membranes.

2. Take the necessary precautions for the use of
laboratory reagents.

Waste Management

Please refer to local leqal requirements.

Reagent Preparation

The reagent and the standard are ready-te-use.

Materlals required but not provided
NaCl solution 9 g/L.
General laboratory equipment.

Specimen
Serum, heparin pltasma or EGTA plasma.

Stability(6): 7 days at  20-25%C
7 days at 4 - 8°C
3 months  at -20°C

Discard contaminated specimens.
Assay Procedure

Application sheets for automated systems are
avallable on request.

Wavelenath 500 nm, Hg 546 nm

Optical path lcm

Temperature 20=25'°C 1372

Measurement Against reagent blank
Blank  Sample or standard
Sample or standard - 10 pL
Dist. water 10 pL =
Reagent 1000 L 1600 pL

Mix, incubate for 20 min. at 20 -~ 25 °C or for 10 min. at
37 °C. Read absorbance within 60 min against reagent
blank.

Yo * fluid stable
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OLESTEROL

Bt and Standard, for Use with
HOLESTEROL liquicolor Test Kit

10018 4x80ml Precipitant
Txdml Standid

YLOL (very low densily fipoproteins) and LOL
oreing) are precimtatud by addiion ol phospho-
ang magnesium chionde. Alter centulugation the
contains the HOL (high density lipoproleing) frac-
assayed lor HDL Cholesterol with e HUMAN
liquicolor les kil

gent Composition

i 80 il Precipitant

1 O S ol
2 O ol

3l Standard

) SO mg/dh oe 1,29 mmolit

anon

Macro Assays [P

Semi-micro Assays

s ul one botlie

e ot
e DONIC vatl | pit dishilled wirler B

B i and Can e

¢ e coptayed i e lest, No
¥ required! The lctor m the caleutation Jonnuks
wntion ratio

ity
B cvon alier opem

np b the Staled expuey. gale

25°C N st e aveded

Esed o EDTA-olasma

SROL liquicotar

mltifuge 1ubos Macro
500 4 200

1000 i

500 411

aie for 10 minules al room lemperaluie. Centnluge
minutes at 10000 g. alternatively lor 10 minutes at

@ion separale the clear supurmadant from the pre-
I nour and deiermine (he chiolesterol concentration
CHOLESTERUL liquicolor reagent

of Dctermination

Fleajent blank 510 Sample
100 1l
100 it
. 100 yit
1000 pl 1000 pl 000 pl

at 37°C or 10 minules al 20...25°C.
nple and the [ST1), respec-
n 60 minutes (AA)

Calcutation of the HDOL Cholesterol Concentration with Factor

Wavelength Macin Semi-micio
Cmagid] | € mmoli} | C [mgid] | € limmoia}
= AA X =AA X = NAx = A
Hg 546 nm 274 7.09 320 82
500 nm 180 465 210 543

Calculatlon of the HOL Cholesterol Concentration with
1. Macro Method

Y R —

e B T — mmolil
M [5T5)
2. Semi-micro Method
IR s
CafI8x - myldl; Gz A 52 x el
AR {510 A (|

Calculation ol the LOL Cholesterol Concentration'

The LDOL Cholesterol concentiation (LDL-C) e galeubisiod o e
total Cholestenol concentiation: {1
tration (HOL-C) i the tnglycenies concentiaion (10) avenndung
1o Friedowald et al '

e LI Chotesterof come en

¥ 16
LOL-C = TC - 1iDL-C - ~— [mng/di]
-
Bl
I
TG
LOL-C = TC - UDL-C - - - juunolfi]
2.2
Clinical Interpretation’
1. HOL Cholesterol
tAen
{mgral) | [nimots)
Prognostically s
favourable 2 b W0z
o s Q5" SR i
sk indicator l <35 ! < (0.9

2. LOL Cholestcrol
SPICIOUS
Elevated 19RO mgidh Gea S gungil

Perlormance Characleristics

Typical pecformance date can be tounsd i (he Ventication Hepon
accessible na

whaw hama. defdatvgbivisu-hedl pdt o

v human-de.comidativgbivtise-hdl pxdt

Quality Control

All centrol sera with values for MDL-Cholesterel determined by this
methed can be employed

We recommend tho use of our animal based HUMATROL guak
control serum or our human serumn based SERODOS.

Notes
1. I the supernatant is not clear (high triglycerides level), il

the sample belore the precipiation 1:1 with 0.8% saline (muilti-
ply result Ly 2).

2. High concentrations of ascorbic acid (> 2.5 mg/dl) w give
lower values.

4. Hemogiobin levels higher than 100 mg/dl and bilirubin levels
higher than 10 mg/dl interiere witli the lest

References
1. Gordon, T. et al, Aroer. J. Med. 62, 707 (1977)
2 Fllgdewald, W.T. eral, Clin. Chiein. 18, 499 (1972}

SUHDL
INE 100101 GB ( €

09:2005-14

e e g1

Huiman Gesellsenat lue fho t
Mawanck-Hing 21 - 964205 Wioshasn
Tedeton: A9 G122 YA Y - o
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Triglycerides FS*
plasma on vhotometrc sys'ems

Order Information

Cat. No. Kit size

157109983021 R ¥ 25ml + 1 x3mlL Standard
1571099 83626 R & x 100 et

157109983023 R 11000 ..

157109963704 R 8% S50ml

157109983317 K 10x 60 ne.

1571099863192 K 4x 60 ml

1570099 83 130 RY 3 ml Standard

Summary (2]
a

ycerides a2 esters of gh cerol with three fatty acids
€ e most soundant navurally Jeeurring lipids. They
ere transportec in plasma Sount to apolipoproteins
forming  very o density lipoproting (VLDL) and
triglscarides is used in
detect atherosclerotic risks
of lipid ‘owering  neasures. Recent
shown  that triglyceride
nbined  with low  density
0 {LDL} concentrations’ cordti ute an especially
for coronary heit (CHD). High

Y xlso oceur t.ovar yus dicnoses of liver,

chylomicrons. Muasurement :
screening of the 'ipid status tu:
ad in monitgri ]
have

Studies

Method

Colorimetric enzy-natic test

4Ny g yeeol-3-ahosphate-
oxigdase {GPQ}

Principle

Octermination of triglycerices attur

atic splhitting

h lipoprotzin < Indica U
generated from 4 -aminoantipyrine anil chlorophenol by
hydrogen peres e under e catoytic action of
e Glycerdl + faty 001
G AP LIS SR v ADP

Glycerel-13+

2 DNy Urog

:ten phogihate 3 4,0,

24,054 Ammgant ~ 4-Chloroptec vt

» Qe sacinine « HCL # 4 1,0
Reagents

Components an< Concentrovions

‘s buffer

Diagnostic veagent for quanlitative in vitro determination of triglycerides in serum or

3
Storage Instructions and Reagent Stability
Reagent and standard are stable up to tie end of Lhe .
sdicated month of expiry, If storad at -¢ °C, piueected
irom light and contamination Is avaide: Do not freezn the
reagent!
Note: It has to be mentioned, that thie measurement is
net influenced by occaslonally occurring color changes, as
lcan as the absorbance of the re3gencis < 0.3 at 546 rm.
\Warnings and Precautions
i. The reagent contains sodium azide (0.95 g/L} as
preservative. Do not swallow! Avoid contact with skin
and mucous merbranes.
2. Please refer to the safety data sheets and take :he

necessary precautions for the use of laberatory
reagents,

Waste Management

Piease refer to local legal requirements,
Reagent Preparation

The reagent and the standard ar:. ready-to-use,
Materials required but not provided

NaCl solution 9 g/L.

General labcratory equipment.

Specimen

Serum, henarin plasr_na or EDTA plasima

Statility [4): 2 days at 0= 25:%C
7 days 2t 4= 8g
at least one year ar = Ty A

[Ciscard contaminated specimens
i\ssay Procedure

«ipplicaton sheets
«vallablc on request.

for automated cystems are

Wavelength 500 nm, Hg 545 nm
Jptical path 1cm
Temperature 20~25.9C 37 7T,
Veasurement Against reagent tlanic
ki
1 : Blank  Sum.ple or standard
Sample or standard 5 1:pL
( Dist. water 10 pt
| lleagent 1000 pt L1060 pL
) 14ix, incabate 20 min, at 20-25 °C or 10miy at 37 °C,
| 3ead absorbance against the blank within 5( nin

pH 7.2 50 mmoljL Calculation
forophenoi 4 mmoll; W.th steadard or calivrator |
2 mmol/L
15 mmal/l. : A
(GK) > 0.4 kUJL Trinlyceriges [my/dL) = ::::;72:] x Cone 545/ Ci . mgratt
(POD) 2 2 KU/
(LPL) 2 2 kU/L To comect for free giycerol, suotract 10 mg/dL |
0.5 mmol/l. (0.:1 mmol/L) from the triglycende, value calcylate:d
(¢ 20.5 kUL aboue,
0 1y "L (2.3 mmol/L) Coriversion factor
¥ Triglycendes [mg/dl) x 0.01126 = Triglycerides (mmol/L)
firiglycerides * fluid sahle
X " |
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Performance characteristics

Measuring range

The test has been developed to d LDL-Chol |
concentration until 400 mg/dL. When values exceed this
range samples should be diluted 1+4 with NaCl-Solution

(9 g/L) and the result multiplied by 5.

Literature

1. Rifai N, Bachorik PS, Albers JJ. Lipids, lipoproteins and
apolipoproteins. In: Burtis CA, Ashwood ER, editors.
Tietz Textbook of Clinical Chemistry. 3" ed.
Philadelphia: W.B Saunders Company; 1999. p. 809-
61,

2. Recommendation of the Second Joint Task Force of

Specificity /Interferences European an:f other Societlf‘se on Coronary Preve?tion.
No interference was observed by bilirubin up to 30 mg/dL Prevention coronary heart disease In clinical
a:d heemoglobln up to 800 mg/dly_ . " practice. Eur Heart J 1998;19: 1434-503.
3. Lopes-Virella MF, Stone P, Ellis S, Colwell )A.
LR o Cholesterol determination in high-density lipoproteins
The lower limit of detection is 2 mg/dL. separated by three different methods. Clin Chem
isi 1977;23.882-4.
P
"I:Tetgs;::ay Mean ) & 4. haef E), McNamara J. Overview of the diagnosis
9 and treatment of lipid disorders. In: Rifal N, Warnick
a=20 | [mg/dl] | [mg/dl] | (%] GR, Dominiczak MH, eds. Handbook of lipoprotein
Sl 2 0 1 testing. Washington: AACC Press; 1997..25-48.
i 37 247 43 5. Guder WG, Zawta B et al. The Quality of Diagnostic
Sample 3 141 A =y Samples. 1% ed. Darmstadt: GIT Verlag; 2001,
p. 22-3.
Inter-assay Mean sD VK Manufacturer
e e L] DiaSys Diagnostic Systems GmbH
Sample 2 131 2.80 21 Alte Strasse 9 65558 Holzheim Germany
Sample 3 283 2.09 0.7

Method comparison

A comparison of LDL-Cholesterol values obtained with the
DiaSys LDL precipitant (y) with the Friedewald calculation
(x) using 49 samples gave following results:

y = 1.121 x - 9.62 mg/dL; r = 0.947.

Reference range [4]
LDL cholesterol

_Desirable = 130 mg/dL (3.4 mmol/L)
Borderline high risk 130 -160 mg/dL (3.4 - 4.1 mmol/L)
High risk > 160 mg/dL (> 4.1 mmol/L)

Each laboratory should check if the reference ranges are
transferable to its own patient population and determine
own reference ranges if necessary.

Clinical Interpretation [2)

Epidemiological studies have observed that low HDL-
cholesterol concentrations < 39 mg/dL (0.9 mmol/L) in
men and < 43 mg/dL (1.0 mmol/L) in women) especially if
associated  with  fasting triglycerides > 180 mg/dL
(2 mmol/L), predict a high risk of coronary heart disease
The European Task Force on Coronary Prevention
recommends to lower TC concentration to less than
190 mg/dL (5.0 mmol/L) and LDL-cholesterol to less than
115 mg/dL (3.0 mmol/L).

LDL Precipitant- Page 2
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LDL Precipitant

(€

Precipitation reagent for in vitro determination of LDL-Cholesterol with the CHOD-PAP

method by photometric systems

Order Information

Cat. No. Kit size

143309990885 250 mL Precipitation reagent
113509910021 R 5x 25mL+1x3mL Standard
113509910026 R 6x 100 mL

113509910023 R 1x 1000 mL

11300 99 10 030 6 x 3 mL Standard

Principle

Low density lipoproteins (LDL) are precipitated by addition
of heparin. High density lipoproteins (HDL) and very low
density lipoproteins (VLDL) remain in the supernatant after

Assay procedure

Precipitation >
Sample 100 pL
Precipitating reagent 1000 pL
Mix and incubate for 15 min. at room temperature, then
centrifuge for 20 min. at 2500 g. Within one hour after
centrifugation transfer of 100 WL of the clear supernatant
to the reaction solution for the determination of

cholesterol.

The cholesterol standard has to be diluted 1 + 10 with
NaCl (9 g/L). After dilution the standard is treated like the
supernatant.

Chol deter

centrif and are d y ally by the
CHOD-PAP method. The concentration of LDL cholesterol is
calculated as the difference of total chol | and
cholesterol in the supernatant.

Reagents

Concentrations of the reagents

Heparin 100 000 U/L
Sodium citrate 64 mmol/L

Storage instructions and reagent stability

The precipitant is stable up to the end of the indicated
month of expiry, if stored at 2 - 8 °C and contamination is
avoided. The standard is stable up to the end of the
indicated month of expiry, if stored at 2 - 25°C.

Warnings and precautions

Wavelength 500 nm, Hg 546 nm
Optical path 1cm

Temperature 20 - 25 AE, 379G "
Measurement  Against reagent blank

Mix and incubate 10 min. at room temperature or 5 min
at 37 °C, read absorbance of the sample for the standard
within 45 min. against reagent blank.

Calculation

Please refer to the safety data sheets and take the
necessary precautions for the use of laboratory reagents.

Waste management

Please refer to local legal requirements.
Reagent Preparation

The.precipitant is.ready to use.
Material required but not provided

NaCl-Solution 9 g/L
General laboratory equipment

Specimen

Serum

Stability [5): 7 days at 20-25°C
7 days at 4-8°C
3 months  at -20°C

Discard contaminated specimens!

Q960

—_—

\(‘,M. P HP(’/% V%)

LDL Precipitant- Page 1

Chol in supernatant Y00 N
Cholesterol In supernatant [mg/dL] - :Eiss‘:':‘_;f - » Conc.Standard(ma/ oL

0,
The standard concentration is the concentration of the total
cholesterol in the cholesterol standard solution.

LDL Cholesterol
LDLfCho!esterol [mg/dL] =
total ch [mg/dL] - Ch in the [mg/dL)

Controls

For internal quality control DiaSys TruLab N and F or
Trulab L controls should be assayed with each batch of
samples.

Cat. No. Kit size
59000 99 10 062 20 x SmL
59000 99 10 061 6 x SmL |
59050 99 10 062 20 x S5mL |
59050 99 10 061 6 x SmL |
590209910065 3 x 3mlL |

vas
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rosran
Standard Sample
Supernatant - 100 pL
Standard 100 pL -
Cholesterol reagant 1000 pL 1000 pL
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Lampiran 5. Dokumentasi

Gambar Pemipetan Sampel
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Gambar sentrifuge sampel

S

Gambar pembacaan Photometer 4010
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