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ABSTRAK

Kenaikan prevalensi Diabetes Melitus (DM) di dunia setiap tahunnya menjadikan DM menjadi salah satu penyakit yang
membutuhkan perhatian secara lebih, baik pencegahan maupun penangannya. Salah satu bentuk usaha dalam mengatasi DM adalah
dengan pengembangan metode pemeriksaan nilai glukosa darah yang optimal, efektif, dan efisien. Tujuan penelitian ini adalah
membandingkan metode pemeriksaan glukosa darah antara metode heksokinase (HK) dan peroksidase (PAP). Tikus wistar (Rattus
norvegicus) jantan berusia 8 minggu dengan berat rata-rata 200g dibagi menjadi 3 kelompok perlakuan: 1) Kelompok diabetes
dengan induksi streptozotocin (STZ) secara interperitonial; 2) Kelompok non-diabetes dengan induksi metformin secara peroral;
dan 3) Kelompok normal tanpa perlakuan apapun. Setelah tikus diinduksi sesuai dengan kelompoknya, sampel darah kemudian
diambil dan dianalisis dengan metode HK dan PAP menggunakan spektrofotometer. Hasil analisis menunjukkan metode HK dan
PAP diperoleh nilai p sebesar 1,000; 1,000; dan 0,896 dimana menunjukkan tidak ada perbedaan signifikan dalam pengukuran kadar
glukosa darah, sehingga baik metode HK maupun PAP dapat digunakan untuk mengukur kadar glukosa darah dengan baik.
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ABSTRACT

The escalating global incidence of Diabetes Mellitus (DM) necessitates heightened focus on both prevention and treatment
of this illness. An area of focus in managing DM is the creation of optimum, effective, and eficient techniques for monitoring
blood glucose levels. This study aimed to compare blood glucose assessment methods using the hexokinase (HK) and peroxidase
(PAP) procedures. Male Wistar rats (Rattus norvegicus) that were 8 weeks old and had an average weight of 200 g were separated
into three treatment groups: 1) the diabetes group, induced with intraperitoneal streptozotocin (STZ); 2) the non-diabetic group,
induced with oral metformin; and 3) the normal group, which received no therapy. Following the induction of the mice based on
their respective groups, blood samples were collected and subjected to analysis using the HK and PAP procedures with the use of a
spectrophotometer. The study findings indicate that there are no major disparities between the HK and PAP techniques in measuring
blood glucose levels. Therefore, both the HK and PAP methods are equally effective for measuring blood glucose levels.
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Pendahuluan

Menurut World Health Organization (WHO), prevalensi
penyakit diabetes melitus (DM) di dunia mencapai 425 juta orang
pada tahun 2017, dan meningkat menjadi 537 juta orang pada
tahun 2021 [1], [2], [3]. Angka ini diperkirakan akan semakin
meningkat menjadi 578 juta di tahun 2030 dan 700 juta orang
di tahun 2045 [4], [5]. Kenaikan angka penderita DM berkaitan
dengan perubahan gaya hidup masyarakat modern yang lebih
sering mengonsumsi makanan dan minuman yang tidak sehat.
Salah satu usaha menurunkan angka kejadian dan penanganan
DM adalah dengan pengembangan metode pemeriksaan nilai
glukosa darah yang optimal, efektif, dan efisien.

Glukosa darah merupakan parameter penting dalam
studi metabolisme DM. Parameter ini secara umum digunakan
dalam pemeriksaan DM. Kadar glukosa darah merupakan
konsentrasi gula darah atau tingkat glukosa dalam serum.
Glukosa merupakan prekursor dalam sintesis glikogen, ribose,
deoksiribosa dalam asam nukleat, galaktosa dalam laktosa
susu, glikolipid, glikoprotein dan proteoglikan. Kadar glukosa
darah akan mengalami peningkatan dan penurunan bervariasi
sepanjang hari. Kadar glukosa plasma puasa atau pada
kondisi tidak ada asupan kalori minimal 8 jam normal adalah
berada pada rentang 70-99 mg/dL. Pada pemeriksaan glukosa
plasma sewaktu, kadar normal adalah 70-139 mg/dL. Hasil
pemeriksaan yang tidak memenuhi kriteria normal digolongkan
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dalam kelompok prediabetes apabila kadar glukosa darah puasa
berada pada rentang 100-125 mg/dL dan kadar glukosa plasma
2 jam setelah puasa (TTGO) berada pada rentang 140-199
mg/dL. Kemudian, pasien didiagnosis menderita DM apabila
dalam pemeriksaan kadar glukosa darah puasa menunjukkan
hasil > 126 mg/dL dan kadar glukosa plasma 2 jam setelah
puasa menunjukkan hasil > 200 mg/dL [6], [7].

Glukosa darah dalam serum, plasma, maupun urin dapat
dianalisa secara kuantitatif dengan menggunakan metode
heksokinase (HK) dan peroksidase (PAP). Kedua metode
tersebut merupakan metode yang seringkali digunakan
untuk mengukur kadar glukosa darah, hal tersebut dilakukan
dikarenakan keduanya dianggap sebagai metode yang tepat
dan akurat. Oleh karena itu, penelitian ini bertujuan untuk
menemukan metode pemeriksaan glukosa darah yang optimal
antara HK dan PAP dengan menggunakan alat spektrofotometri
[8].

Pada metode HK, glukosa dalam darah akan bereaksi
dengan adenosin trifosfat (ATP), kemudian dengan bantuan
enzim HK akan membentuk glukosa-6-fosfat dan glukosa-
6-fosfat dehidrogenase (G6PD). Zat ini yang kemudian akan
bereaksi dengan nikotinamida adenin dinukleotida fosfat
(NADP*) atau nikotinamida adenin dinukleotida (NAD™)
membentuk dihidronikotinamida-adenin dinukleotida fosfat
(NADPH) atau nikotinamida adenin dinukleotida (NADH) dan
6-fosfoglukonat. Jumlah NADPH atau NADH yang dihasilkan
dapat menunjukkan kadar glukosa darah [9], [10]. Pada metode
PAP atau dapat disebut juga metode glukosa oksidase (GOD),
glukosa yang ada dalam darah akan dioksidasi oleh enzim
GOD yang mengarah pada proses pembentukan hidrogen
peroksida (H202) dimana selanjutnya akan bereaksi dengan
substrat kromogen yang tidak berwarna, dan dengan adanya
POD akan didapatkan hasil produk berwarna. Intensitas warna
yang dihasilkan dapat dikatakan sebanding dengan konsentrasi
glukosa dalam sampel [11], [12].

Bahan dan Metode

Bahan

Tikus jantan berusia 8 minggu dengan berat 200 gram
sejumlah 15 ekor diaklimatisasi selama 7 hari dan ditempatkan
di kandang individu dengan kondisi suhu, kelembaban, dan
kebisingan lingkungan yang terkendali, tikus diberi pakan
pellet komersial dan minum secara ad libitum. Penelitian sudah
memenuhi kelayakan etik melalui Sertifikat Etik No. 153-KEP-
UB-2023 oleh Komisi Etik Penelitian Universitas Brawijaya.

Metode

Penelitian ini menggunakan metode experimental
dengan pola rancangan acak lengkap (RAL), hal ini dilakukan
karena kondisi percobaan adalah homogen dan dilakukan
di laboratorium dengan kondisi terkontrol. RAL merupakan
rancangan yang paling sederhana dengan pengacakan lengkap
atau pengacakan yang tidak memiliki pembatasan [13].
Penelitian ini dibagi dalam dua tahapan percobaan. Pertama
persiapan hewan coba dan yang kedua adalah pengukuran
kadar glukosa darah.

1. Persiapan Hewan Coba

Tikus dibagi menjadi 3 kelompok, yaitu: 1) Kelompok
tikus DM dengan induksi streptozotocin (STZ), 2) Kelompok
tikus non diabetes dengan induksi metformin; dan 3) Kelompok
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tikus non diabetes yang tidak diberi perlakukan khusus dan
dianggap sebagai tikus dengan kadar glukosa normal.

Penginduksian STZ dilakukan dengan tahapan sebagai
berikut [14]. Tikus dipuasakan selama 20 jam namun masih
mendapatkan minum sebelum proses induksi. Dosis STZ
yang digunakan sebesar 11 mg/200 g BB tikus. Larutan STZ
diberikan dengan volume 0,2 mL/tikus secara intraperitonial
menggunakan jarum 25 x 6 di kuadran perut kanan bawah.
Tikus kemudian dikembalikan ke kandang dan diberi makan
dan minum secara ad libitum.

Penginduksian metformin dilakukan dengan tahapan
sebagai berikut: Tikus dipuasakan selama 8 jam namun masih
mendapatkan minum sebelum pemberian metformin. Dosis
metformin yang digunakan sebesar 40 mg/200 g BB tikus.
Larutan metformin diberikan dengan volume 1 mL/tikus secara
peroral. Tikus kemudian dikembalikan ke kandang dan diberi
makan dan minum secara ad libitum.

2. Pengukuran Kadar Glukosa Darah

Pengukuran kadar glukosa darah dilakukan 3 hari
setelah penginduksian STZ dan metformin. Tikus dipuasakan
selama 6 jam sebelum pengambilan darah kemudian
dilakukan pengukuran metode HK dan PAP menggunakan
spektrofotometer Clinical Chemistri Pentra C200. Pengukuran
kadar glukosa darah dilakukan pada seluruh kelompok di
waktu dan tempat yang sama. Hasil pengukuran dinyatakan
dalam mg/dL.

Metode HK dan PAP memiliki prosedur yang sama
yaitu sebagai berikut [11], [12]: Aquadestilata sebanyak 10
pL ditambahkan pada 1000 pL reagen dan digunakan sebagai
blangko. Sebagai standar digunakan 10 pL glukosa ditambah
1000 uL reagen. Untuk sampel digunakan darah tikus sebanyak
10 uL ditambah 1000 pL reagen. Blanko, standar, dan sampel
diinkubasi 10 menit pada suhu 37°C. Absorbansi kemudian
dibaca menggunakan spektrofotometer Clinical Chemistri
Pentra C200 pada panjang gelombang 500 nm. Hal yang
membedakan kedua uji adalah reagen yang digunakan. Reagen
pada metode HK menggunakan ABX Pentra Glucose HK CP
(Horiba, Japan), sedangkan reagen metode PAP menggunakan
ABX Pentra Glukosa PAP CP (Horiba, Japan). Hasil absorbansi
kemudian dimasukkan dalam rumus perhitungan kadar glukosa
darah yang tertulis pada persamaan (1):

Absorbansi sampel

Kadar (mg/dL.) = x kadar glukosa standar (mg/dL)

@

Absorbansi standar

Analisis Data

Analisis data yang didapat dari pengukuran kadar glukosa
darah ditabulasi secara manual. Kedua dilakukan uji normalitas
data menggunakan uji Shapiro Wilk karena jumlah sampel
dalam penelitian ini berjumlah < 50 [12]. Ketiga dilakukan uji
Chi Square yang merupakan salah satu jenis uji komparatif non
parametrik yang dilakukan pada dua variabel, dimana skala
data kedua variabel adalah nominal [14].

Hasil

Pengukuran Kadar Glukosa Darah

Hasil penelitian merupakan data yang diperoleh dari
hasil pengukuran kadar glukosa darah dengan metode HK dan
PAP pada 3 kelompok. Sebaran data kadar glukosa darah pada
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ketiga kelompok dapat dilihat pada Gambar 1, 2, dan 3.
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Gambar 1. Hasil pengukuran glukosa darah tikus diabetes
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Gambar 2. Hasil pengukuran glukosa darah tikus non
diabetes
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Gambar 3. Hasil pengukuran glukosa darah tikus normal

1. Analisis Data

Uji Normalitas

Hasil uji normalitas terhadap glukosa darah menggunakan
Saphiro-Wilk dapat dilihat pada Tabel 1 dengan hasil nilai p
(Asymp. Sig.) 0,030, yang menunjukkan bahwa data tidak
terdistribusi dengan normal.

Tabel 1. Uji Normalitas dan Signifikansi Perubahan Skor
Pretest Posttest

Uji Statistik Hasil Intepretasi

Saphiro-Wilk p (0,030) Tidak normal (p<0,05)
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Uji Beda

Hasil uji Pearson Chi-Square dapat dilihat pada Tabel
2 diperoleh nilai p sebesar 1,000; 1,000; dan 0,896, yang
menunjukkan bahwa tidak ada perbedaan signifikan antara
penggunakan metode HK dan PAP pada pengukuran glukosa
darah kelompok diabetes, non diabetes, dan normal.

Tabel 2. Hubungan Perbedaan Metode Pemeriksaan Glukosa

Darah
Uji Statistik Hasil Intepretasi
Chi Square K1 (p = 1,000) Tidak signifikan
K2 (p = 0,896) (p>0,05)
K3 (p = 1,000)

Berdasarkan Gambar 1, 2, dan 3 dapat dilihat hasil
pengukuran glukosa darah tikus pada setiap kelompok
menggunakan metode HK dan PAP tidak menunjukkan
perbedaan yang signifikan, sehingga dapat dikatakan kedua
metode menunjukan hasil yang akurat dan tidak bias.

Pembahasan

Pemilihan subjek penelitian diabetes dan non diabetes
dilakukan untuk memastikan bahwa pengukuran yang
dilakukan tidak bersifat bias. Tikus dengan glukosa darah
normal atau tidak diberi perlakuan pada penelitian dibuktikan
dengan teknik kimia basah dan kering untuk mengetahui
apakah kadar glukosa darah tikus berada dalam rentang normal
sebagai antisipasi untuk mengungkapkan apakah konsentrasi
glukosa pada ketiga kelompok dipengaruhi oleh jenis teknik
yang diterapkan di laboratorium Kklinis.

Kalibrasi merupakan salah satu faktor yang
berpengaruh besar terhadap hasil yang diperoleh dari metode
tertentu. Pada pengukuran kadar glukosa darah, prosedur
kalibrasi didasarkan pada absorbansi molar menggunakan
kalibran glukosa primer atau dapat menggunakan kalibran
sekunder berbasis serum. Kalibrasi menggunakan absorbansi
molar NADPH mungkinkan untuk metode HK dan tidak dapat
digunakan untuk metode PAP, tetapi prosedur tersebut mengarah
pada varians intra-laboratoium dan antar-laboratorium, baik
secara umum maupun untuk metode HK sehingga metode
kalibrasi tersebut tidak direkomendasikan. Kalibran yang
banyak digunakan pada prosedur analisis manual dan diskrit
adalah kalibran primer sedangkan kalibran yang paling populer
untuk analisis aliran kontinu adalah kalibran berbasis serum
[15].

Pada pengukuran kadar glukosa memerlukan
reagen uji. Pemilihan kit reagen yang akan digunakan untuk
pengukuran glukosa dapat dipilih sesuai kebutuhan karena
pembebasan pasar reagen di Indonesia saat ini. Laboratorium
Kimia Klinis Universitas Brawijaya memiliki kebebasan
untuk memilih metode dengan mempertimbangkan bahwa kit
reagen yang digunakan merupakan representasi dari metode
konvensional yang banyak digunakan. Penelitian ini juga
dilakukan dengan mempertimbangkan kemungkinan tenaga
kesehatan yang meminta analisis glukosa dengan menggunakan
plasma atau serum sebagai spesimen pilihan. Penelitian ini
membuktikan bahwa ketika spesimen plasma digunakan untuk
analisis kadar glukosa dengan menggunakan metode HK atau
PAP menunjukan hasil pengukuran yang serupa. Demikian
juga, spesimen serum memberikan hasil yang serupa ketika
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metode HK atau PAP digunakan untuk analisis kadar glukosa
[16].

Estimasi glukosa plasma ditentukan dalam berbagai
skenario klinis dan fisiologis. Skrining dan diagnosis diabetes
melitus, gangguan toleransi glukosa, hiperglikemia puasa, dll.,
didasarkan pada kadar glukosa plasma dari spesimen darah
acak, puasa, atau 2 jam post-prandial. Tes toleransi glukosa
juga dilakukan untuk mendiagnosis dan memastikan diagnosis
diabetes melitus. Diagnosis diabetes melitus gestasional dapat
ditegakkan berdasarkan kadar glukosa plasma pada interval
waktu tertentu yang berbeda setelah pembebanan glukosa.
Glukosa plasma acak (RBG) sering diresepkan di unit gawat
darurat dan unit perawatan intensif saat menangani pasien yang
sakit kritis. Penilaian glukosa darah mempengaruhi manajemen
dan keputusan klinisi dalam mengambil langkah terapi.
Akurasi yang baik dan pemilihan metode yang benar serta
interpretasinya dapat membantu manajemen pasien dengan
baik [17].

Hasil penelitian yang telah dilakukan dan pembahasan
tersebut sehingga menunjukan tidak ada perbedaan yang
signifikan antara pengukuran glukosa darah metode HK dan
PAP pada tikus wistar. Temuan ini serupa dengan penelitian
lain yang dilakukan oleh Ayyanar dan Pichandi [15] yang
menunjukkan bahwa ada korelasi yang baik antara metode HK
dan PAP [18].

Kesimpulan

Metode HK dan PAP tidak memiliki perbedaan signifikan
dalam pengukuran kadar glukosa darah yang dibuktikan dengan
hasil analisis statistik, sehingga baik metode HK maupun PAP
dapat digunakan untuk mengukur kadar glukosa darah dengan
baik.
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