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PENDAHULUAN

Talasemia adalah anemi hemolitik herediter yang dise-
babkan oleh kurang atau tidak adanya sintesis rantai globin yang
merupakan penyusun hemoglobin (Hb). Karena ada 4 macam
rantai globin, yaitu a, B, v, dan ¢ yang merupakan penyusun Hb
setelah lahir, maka dikenal talasemia a, f3, y, dan ¢. Di samping
itu ada bentuk campuran, seperti talasemia aff. Dua bentuk
talasemia yang mempunyai arti klinik — karena menimbulkan
gejala — adalah talasemia-o dan talasemia-B. Karena sifat resesif
dari gena globin dan pewarisannya menurut hukum Mendel
autosomal, maka hanya bentuk homozigot yang menimbulkan
masalah klinik.

Di samping talasemia, Hb E merupakan stigma di Asia
Tenggara. Sebenarnya HbE homozigot hanya menunjukkan ge-
jala Minis anemia ringan, tetapi bila Hb E berinteraksi dengan
talasemia-(3 sehingga terjadi heterozigot campuran (compound
heterozygote = penyakit tal.p /Hb E), maka penderita akan me-
nunjukkan gejala klinis seperti talasemia mayor, meskipun
biasanya lebih ringan. Interaksi antar tipe talasemia atau antara
talasemia dan hemoglobinopati lain dapat kompleks sehingga
memerlukan uji laboratorium yang kompleks pula‘.

Dalam makalah ini akan dibicarakan uji diagnostik pada
talasemia, manfaatnya untuk mengenal kasus dan dampaknya
terhadap penanggulangan talasemia.
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UJI LABORATORIUM PADA TALASEMIA

Berbagai uji laboratorium diperlukan untuk diagnostik sin-
drom talasemia, mulai dari uji darah sederhana, indeks hemato-
logik, morfologi eritrosit dan jumlah retikulosit yang semuanya
termasuk pemeriksaan rutin; selanjutnya fragilitas eritrosit yang
sangat mudah untuk dilaksanakan, pemeriksaan Hb F, Hb A2, Hb
E dan elektroforesis yang memerlukan peralatan tidak terlalu
canggih sampai analisis sintesis globin dan analisis DNA yang
lebih canggih®®, beberapa di antaranya seperti tertera di bawah.

Preparat apus darah tepi sindrom talasemia menunjukkan
kelainan yang jelas, berupa anisositosis yang nyata, hipokromi,
poikilositosis, bentuk sel tak keruan (bizarre cell), fragmented
cell, normoblas (asidofil) kadang sampai banyak sekali sehingga
mempertinggi jumlah leukosit, basophilic stippling; sel target
(menyolok pada Hb E homozigot); retikulosit meningkat. Ada-
nya inclusion bodies dalam eritrosit pada pengecatan dengan
brilliant cresyl blue atau methylene blue merupakan kriteria
diagnostik penyakit Hb H.

Mean corpuscular volume (MCV) dan mean corpuscular
hemoglobin (MCH) bersama fragilitas osmotik merupakan uji
saring yang sederhana dan cepat®. Bain® melaporkan pada
wanita hamil, MCV kurang dari 83 uu3 dapat dipakai sebagai uji
saring awal trait talasemia- dengan sensitivitas amat tinggi.
Demikian pula MCH <26uug. Sayang sekali nilai-nilai itu hanya




dapat diandalkan bila diperoleh dengan electronic counter.
Pemeriksaan yang setara dengan nilai MCV dan MCH adalah
pemeriksaan mikroskopik preparat apus darah tepi dengan pe-
ngecatan Giemsa, Wright, May-Grunwald atau May-Grunwald-
Giemsa. Adanya mikrositosis dan hipokromi harus mengingat-
kan (2k31)ta kepada trait talasemia di samping anemi defisiensi
besi .

Uji fragilitas osmotik satu tabung dengan 0,36% larutan
salin terbufer mudah sekali dikerjakan dan mempunyai arti yang
sangat penting sebagai uji saring: pada orang normal lebih dari
96% eritrosit akan terhemolisis, sedangkan pada penderita
talasemia atau frait banyak eritrosit tidak mengalami hemolisis
osmotik®.

Inclusion bodies dalam eritrosit merupakan kelebihan globin-
B dan dapat diperlihatkan dengan pengecatan methylene blue
(tampak bulat, terdistribusi tak rata) atau dengan brilliant cresyl
blue (tampak berukuran sama dan rata terdistribusi). Uji ini
merupakan kriteria diagnostik penyakit Hb H®. Inclusion
bodies juga terdapat pada talasemia-p pasca splenektomi'".

Hb F diperiksa dengan memanfaatkan sifat resistennya
terhadap asam dan alkali kuat. Secara mikroskopik, pada preparat
apus darah tepi yang dipaparkan pada larutan asam semua Hb
kecuali Hb F akan terelusi keluar, sehingga eritrosit yang me-
ngandung banyak Hb F akan tampak oranye atau merah dengan
pengecatan eosin atau tampak biru tua dengan pengecatan amido
black; sel yang tidak mengandung Hb F tampak pucat sehingga
dinamakan ghost cell. Normal kurang dari 8% eritrosit memper-
lihatkan pengecatan positif ringan; pada talasemia-f banyak
sekali eritrosit tercat dengan intensitas tak sama antar sel, sedang
pada high persistent fetal hemoglobin (HPFH) kcnaikan Hb F
merata pada semua eritrosit'”. Pemeriksaan Hb F spektrofoto-
metrik metode Pembrey (modifikasi dari metode dua-menit
Betke) memberi basil yang reproducible pada kadar Hb F
0,5-50%, sedangkan untuk kadar Hb F di atas 50% metode
Jonxis dan Visser lebih baik”. Hb F meninggi pada 50% trait
talasemia-, tetapi ini tidak punya anti diagnostik. Hb F amat
meningkat pada talasemia-p homozigot dan pada HPFH®.

Elektroforesis Hb memegang pecan sangat penting pada
diagnostik sindrom talasemia'". Elcktroforesis dapat memisah-
misahkan berbagai jenis hemoglobin. Prinsip elektroforesis adalah
memanfaatkan sifatamfoter dari globin sebagai molekul protein.

Rantai globin — dari Hb normal maupun abnormal — mempu-
nyai muatan listrik dengan kekuatan yang berbeda-beda. Bila
hemolisat eritrosit ditaruh dalam medan listrik, maka berbagai
macam Hb akan bergerak ke arah salah satu kutub dengan
kecepatan yang berbeda-beda tergantung dari muatan listriknya,
sehingga dalam waktu tertentu akan terpisah satu sama lain.
Dalam praktek biasanya dipakai lempeng selulose asetat sebagai
supp(cl))rting medium, meskipun mungkin starch gel medium lebih
baik'”.

Dengan elektroforesis, Hb A2, Hb E dan lain-lain Hb dapat
ditentukan secara kuantitatif dengan cara mengelusi pita-pita
basil elektroforesis. Prosedur ini secara teknis rumit sedang
pengrgt)uan dengan densitometer (scanner) kurang dapat diandal-
kan*”.

Elektroforesis juga digunakan untuk memisah-misahkan
fragmen deozynucleic acid (DNA) dengan ukuran panjang yang
berbeda-beda pada analisis DNA.

Kromatografi mikrokolom merupakan cara yang mudah
dan memuaskan untuk menentukan Hb A2 dan Hb E. Nilai
normal adalah 1,5%-3,5% dengan rerata 2,28%; pada trait
talasemia-f3 berkisar 3,6%—7,8% dengan rerata 5,2%, sedangkan
pada Hb E homozigot berkisar antara 25% sampai 30% ).

Uji  prespitasi DCIP  (dichlorophenolindolphenol)
digunakan untuk uji saring Hb E. Molekul Hb E akan mengalami
disosiasi dan presipitasi bila diinkubasikan dengan cat tersebut
pada 37°C. Timbulnya banyak endapan pada dasar tabung me-
nunjukkan Hb E homozigot, sedangkan kekeruhan atau endapan
ringan terdapat pada Hb E heterozigot, penyakit Hb H dan
penyakit tal-p /Hb E. Kekeruhan juga terdapat pada normal,
defisiensi besi, trait talasemia dan hemoglobin Constant Spring
(Hb CS)®.

Analisis sintesis rantai globin adalah pemeriksaan laborato-
rium yang secara tegas membuktikan ketidakseimbangan pro-
duksi rantai globin pada talasemia. Rantai globin masih disintesis
oleh retikulosit, sehingga sintesis rantai itu dapat diukur secara
in vitro pada eritrositdarah tepi'>*"®. Pada prosedur ini eritrosit
diinkubasikan dengan leucin radioaktif selama waktu tertentu,
kemudian dicuci, dilisiskan dan rantai-rantai globin dipisahkan
dengan kromatografi kolom. Jumlah radioaktivitas yang terikat
pada masing-masing jenis rantai globin menunjukkan besarnya
sintesis selama masa percobaan itu.

Gambar | memperlihatkan analisis sintesis rantai o, B dan
v pada normal dan pada talasemia'.

Analisis DNA adalah teknik pemeriksaan yang relatif baru.
Pada prosedur ini DNA yang dianalisis bisa dari sel apa saja,
karena setiap sel dari suatu individu mengandung semua gena/
DNA yang ada pada individu tersebut, tetapi gena tertentu hanya
berfungsi pada organ tertentu; misalnya gena yang menyandi
insulin hanya berfungsi pada sel-p Langerhans, gena globin da-
lam eritrosit saja yang berfungsi membentuk rantai globin. Ka-
rena itu analisis DNA untuk mendeteksi mutasi pada gena globin
dapat dilakukan pada leukosit polimorfonuklear, fibroblas, sel
epitel pipi dan sebagainya®, bahkan pada darah kering"”.

Terhadap DNA dapat dilakukan pemeriksaan"-'"'? :

1. Deteksi direk delesi gena : dengan analisis Southern blot
delesi gen-a pada talasemia- a° heterozigot dapat digunakan
probe gen-C, dan pada talasemia-o.” dan talasemia-a® homozigot
dengan menggunakan probe gen-a.

2. Deteksi direk gena mutan dengan enzim endonuklease restrik-
tif : endonuklease restriktif— suatu enzim berasal dari bakteri —
memotong DNA pada tempat tertentu. Ragmen yang dihasilkan
mempunyai ukuran bermacam-macam dan dapat dipisah-pisahkan
dengan elcktroforesis. Apabila suatu mutasi menyebabkan hi-
langnya suatu sisi restriksi (restriction site) dalam gena, maka
suatu fragmen restriksi dengan ukuran berbeda akan muncul dan
ini dapat digunakan untuk mengidentifikasi adanya abnormalitas
gena.

3. Deteksi mutasi dengan probe oligonukletida sintetik : bila
mutasi telah diketahui, maka suatu probe oligonukleotida — yaitu
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Gambar 1. Sintesis rantai globin: pada orang normal sintesis globin-a dan -p seimbang; pada

talasemia-f globin-p << globin-a

suatu untai DNA yang komplementer dengan DNA mutan —
dapat disintesis. Oligonukleotida tersebut akan mengidentifikasi
mutan secara langsung.
4) Deteksi mutasi dengan linkage analysis : cara ini dapat di-
gunakan bila mutasi tidak dikenal. Seperti di atas, endonuklease
restriksi menghasilkan fragmen dengan berbagai ukuran pan-
jang. Beberapa tempat pemotongan adalah polimorfik dan sifat
ini diwariskan menurut hukum Mendel; restriction fragment
length polymorphism (RFLP). Jika lokus mutan terkait terhadap
polimorfisme, maka analisis DNA dari orang tua dan lain-lain
anggota keluarga mengenai polimorfisme tcrsebut dapat meng-
identifikasi apakah anak atau janin mewarisi mutasi tersebut.
Untuk dapat dianalisis jumlah DNA harus cukup. Dari
cuplikan yang hanya sedikit, DNA dapat diperbanyak dengan
cloning"'® atau dengan polymerase chain reaction (PCR).
Kloninggen memerlukan waktu sampai 10 hari, sedangkan pro-
sedur PCR hanya memerlukan waktu beberapa jam!>'¢!"®)
Prinsip cara ini adalah: oligonukleotida sintetik yang komple-
menter dengan suatu segmen DNA/gena dapat bertindak sebagai
primgr yang dapat mengamplifikasi gena itu secara enzimatik in
vitro, sehingga dari satu untai DNA dapat diperbanyak menjadi
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1)

> 10° kali.

Suatu prosedur yang baru-baru ini dikembangkan adalah
deteksi mutan secara langsung dengan cara amplification refrac-
tory mutation system (ARMS). Prinsip cara ini adalah: hanya
primer yang komplementer dengan urutan DNA mutan yang
dapat mengamplifikasikan segmen DNA target*?). Jika mutan
yang diteliti memang komplementer dengan primer yang di-
pakai, maka akan terjadi amplifikasi, sebaliknya tidak terjadi-
nya amplifikasi berarti mutan yang diteliti tidak komplementer
dengan primer yang dipakai, sehingga percobaan harus dilanjut-
kan lagi dengan primer yang lain. DNA produk amplifikasi di-
elektroforesis dan selanjutnya dibaca dengan probe radioaktif
atau divisualisasikan dengan pengecatan etidium bromida.
(fzalgnbar 2 memperlihatkan basil analisis DNA pada talasemia-
B,

Uji-uji laboratorium di atas diperlukan sesuai dengan ke-
pentingannya seperti dibicarakan di bawah.

TALASEMIA MAYOR
Diagnosis talasemia mayor khususnya talasemia-P° biasa-
nya tidak sulit, karena gejala kliniknya yang khas berupa kega-



Gambar 2.

Pola elektroforesis DNA hasil PCR prosedur ARMS :

i Marker OX 174 Hae 111 digested; ii blanko:
a. iii sampel + primer IVS1-Nt5 mutan — amplifikasi (pita 285bp)
iv sampel + primer IVSI-Nt5 normal —> amplifikasi negatif
Kesimpulan : homozigot IVS-NtSmutan/IVSI-NtSmutan
b. iii sampel + primer IVSI-Nt5 mutan — amplifikasi (pita 285bp)
iv sampel + primer IVS1-Nt5 normal —> hasil idem
Kesimpulan : heterozigotlVSI-NtSmu. 'n/IVS1-Nt5normal
Pita 861 bp = hasil amplifikasi dengan primer kontrol (untuk mengontrol apakah

PCR efektif).

galan pertumbuhan, anemi sedang sampai berat, mungkin ikterus
ringan, wajah mongoloid, rodent like mouth mungkin tampak,
(hepato) splenomegali yang bisa masif; tulang mengalami per-
ubahan, kortek menjadi tipis, medula porosis. Kedua orang tua
sebagai frait mempunyai Hb A2 yang meningkat. Elektroforesis
memastikan ada/tidaknya HbE atau Hb patologik yang lain.

Untuk pemantauan hemosiderosis perlu pcmeriksaan kadar
besi serum, kapasitas ikat besi (IBC) laten, kadar feritin. Pe-
nimbunan besi pada jaringan dapat dilihat dari pungsi sumsum
tulang.

Penderita penyakit tal-R/HbE umumnya memperlihatkan
gejala sama dengan talasemia mayor, meskipun lebih ringan.
Pada elektroforesis ditcmukan HbF meningkat dan pita Hb E.

Diagnosis talasemia mayor dan Hb E cukup dengan uji
laboratorium rutin, kadar Hb F, anal isis HbA2 pada orang tua dan
mungkin elektroforesis. Dalam praktek analisis sintesis globin
tidak dikerjakan terhadap penderita talasemia, tetapi analisis
DNA penderita banyak dilakukan karena diperlukan untuk

memperoleh informasi, khususnya macam-macam mutasi yang
ada pada populasi/ras tertentu®*******>) Pola mutasi ini sangat
diperlukan untuk kepentingan diagnosis prenatal.

TALASEMIA MINOR (HETEROZIGOT, TRAIT ATAU
PEMBAWA BAKAT

Talasemia minor tidak menimbulkan masalah klinis, biasa-
nya anemi ringan, kadar Hb rata-rata 1-2 g% di bawah nilai
normal, indeks hematologik menunjukkan volume rata-rata
eritrosit (MCV) dan hemoglobin per eritrosit rata-rata (MCH) di
bawah normal™® seperti anemia defisiensi besi. Diagnosis tala-
semia minor diperlukan untuk mcnerangkan atau meramalkan
pola pewarisan pada keluarga dan untuk kepentingan konsultasi
pranikah. Gambar 3 memperlihatkan tata alir penelusuran diag-
nosis trait talasemia.

TALASEMIA INTERMEDIA
Ini suatu istilah klinis untuk bentuk talasemia dengan ber-
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Gambar 3. Pola uji saring talasemia di lapangan®

bagai variasi spektrum klinik. Genotipik dapat : talasemia-B",
talasemia-of3 dan HPFH, interaksi talasemia-off atau dengan
Hb S, C, E dan lain-lain, talasemia-f heterozigot berat, tala-
semia-o, interaksi talasemia-o dengan -B talasemia-a atau -
dengan komplikasi kelainan akuisita”. Untuk diagnosis kasus-
kasus demikian diperlukan analisis DNA dan penelusuran
pedigree™?.

DIAGNOSIS PRENATAL

Pada penanggulangan talasemia diagnosis prenatal sangat
penting peranannya. Diagnosis prenatal dapat dilakukan dengan:
1) analisis sintesis globin in vitro, 2) analisis DNA®.

Dari 0,5 ml darah fetal yang diperoleh pada fetal blood
sampling dapat dilakukan analisis sintesis rantai globin. Analisis
sintesis globin merupakan uji yang sangat reliabel, sampai 99%
ketepatan'”’; sayang fetal blood sampling baru dapat dilaksanakan
setelah minggu ke-16 kehamilan. Pada janin 9-22 minggu rasio
0/y normal adalah > 0,10, pada trait talasemia-(3 dan trait HbE
0,06-0,10, pada talasemia-B homozigot dan tal-B /HbE 0,03—
0,04, pada HbE homozigot 0,045

Penelitian molekular hemoglobin telah demikian maju,
sehingga struktur molekular dan urutan DNA Hb normal dan
berbagai Hb patologik telah diketahui'**®. Ini membawa dam-
pak yang sangat penting bagi diagnosis prenatal, karena dengan
ini dimungkinkan menganalisis cuplikan jaringan janin yang
dapat diperoleh pada trimester pertama (minggu ke-8) kehamilan
dengan chorionic villus sampling (CVS). Dengan prosedur PCR,
sejumlah amat kecil dari cuplikan itu dapat diamplifikasi untuk
dianalisis. Prosedur diagnosis ini memerlukan waktu hanya
12-24 jam"®'. Cara ini dapat digunakan untuk mendeteksi
hidrop fetalis Hb Bart dan mutasi talasemia-f.

34

Bila telah diketahui macam-macam mutasi genetik dalam
suatu populasi maka dengan menggunakan primer ARMS yang
sesuai adanya mutasi gen dapat diketahui dengan mudah dan
cepat"*?,

DAMPAK TERHADAP PENANGGULANGAN

Kemajuan diagnostik talasemia telah memberi manfaat yang
nyata pada program penanggulangan talasemia, terutama dalam
pencegahan lahirnya bayi talasemia homozigot. Prevensi tala-
semia pada mulanya tidak efektif, hanya dengan upaya menu-
runkan lahirnya talasemia homozigot dengan mengubah pola
perkawinan antar heterozigot. Studi di Eropa dan Mediterania
pada tahun 70-an telah membuktikan bahwa penanggulangan
talasemia dengan menyertakan diagnosis prenatal amat efektif'”.
Diagnosis antenatal telah mengurangi 50% kelahiran talasemia
homozigot di Yunani, 60% di Sardinia, 92% di Cyprus, 90% di
Italia utara dalam 5 tahun®*®. Dengan dicapainya kemajuan
dalam diagnostik pada trimester pertama kehamilan, 99% dari
pasangan di Sardinia mau menerima diagnosis prenatal sebagai
cara untuk memantau janin yang menderita talasemia®”).

KESIMPULAN

Kemajuan dalam pemahaman patogenesis talasemia, struktur
molekular Hb dan kemajuan teknik laboratorium telah mem-
bawa kemajuan besar dalam diagnostik talasemia. Diagnostik
talasemia makin tinggi sensitivitas dan spesifisitasnya, makin
mudah dilaksanakan dan makin praktis untuk dilaksanakan baik
untuk kepentingan klinik maupun lapangan. Diagnosis prenatal
bermanfaat besar dan selanjutnya membawa dampak keberhasil-
an mencegah kelahiran talasemia homozigot.
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