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Nilai Diagnostik Modifikasi Autologous Serum Skin Test pada Urtikaria
Autoimun

(Diagnostic Value of Modified Autologous Serum Skin Test in Autoimmune
Urticaria)

H-AtbnfThaha*

ABSTRACT

Tlerc b an urgent need to find reliable and relevant diagnostic toolsfor: patients with autoimmane urticaria especially in a devetoping
druntry such as Indonesia. The basophil histomine release assay'6nnAji currentlt the "gold stendard" for detectingfunctional
antoantibodies in serum of patients with chronic urticaria. However, this bioassay is dfficult to standardize because it requires fresh
fuophilsfrom halthy donors, is notwidely commercially available, and is timeconsuming. Thedetectionofpatientswith autoantibodies
uring invivo autologous serum skin test (ASST) also posses challenges. Firstly, theASST is at the best a.s dueto around 80oh i* sensitivity
od specificity using in vitro HM as the "gold standard", andsecondly, there is some divergence results obtained by dffirent methods
ased to detect patients with autoantibodies, due to inconsistency in methods, results and interpretation ofthe ASST in the literatures.

The purpose of this study was to find out and develop a new method of ASST. This new method should be practical and with higher
rcliability (sensitivity and specifcity) as a diagnostic toolfor autoimmune urticaria. The method used in this study was to perform a
preliminary studyfollowed by advanced study through cross sectional designs. The results of this study showed that the nan ASST has
a higher reliability than the former ASS"T methods reported in literatures. In addition, we also found that disease severity with cut-off
value of < 12, could be used as an adjunct to detect patients with positivefunctional autoantibodies. And last, we also report with pride
that we have now the ability to perform HRA which was never done before.

Key words: histamine release assay, autologous serum skin tesl, functional autoantibodies

PENDAHULUAN

Urtikaria merupakan kelainan kulit yang umum
dijumpai. Berdasarkan data kepustakaan, kisaran l5-2A%
populasi akan mengalami episode urtikaria paling tidak
I kali dalam hidupnya, dan diperkirakan 2596dari mereka
akan menderita urtikaria kronis (UK). Kisaran 80-90Vo
kasus UK penyebabnya belum dapat diidentifikasi sehingga
dinamai utrikaria kronis 'idiopatik'(UKI). Penyakit ini
masih menyisakan tantangan utama, terutama dalam
identifikasi penyebab, diagnosis, dan penatalaksailaannya,

walaupun telah terdapat kemajuan berarti dalam pemahaman

mengenai urtikaria kronis (Docra\2A06). Sejak 20 tahun
terakhir, diketahui sebanyak 60% kasus UKI atau 30%
kasus UK ternyata disebabkan oleh proses autoimunitas
sehingga dinamai urtikaria autoimun (UO) (Sheikh,
2005; Sabroe dan Greaves, 2006). Pasien UO memiliki

autoantibodi IgG (subtipe IgGl/IgG3) sebagai faktor
p€+€pas histamin (histamine releasing factors) dalam
sirkulasi, yaihr autoantibodi anti-FcERla dan/alau anti-IgE

{Fiebiger et al., 1998). Autoantibodi tersebut sebagian besar
(30-40%) terikat pada rcntai-a reseptor IgE berafinitas
tinggi (FceRIc), dan sebagian kecil (5-10%) terikat pada
IgE yang terdapatpada permukaan mastosit dan sel basofil
(Fux,2005).

Pemeriksaan HRA, sampai saat ini merupakan baku
emas diagnosis UO karena asai tersebut merupakan satu-
satnnya asai in vitro yang dapat mengidentifikasi sekaligus
fungsionalitas dari antiFce RIa dan anti-IgE yang terdapat
dalam serum pasien UKI. Kelemahan pemeriksaan HRA,
selain sulit distandardisasi, asai tersebut tidak praktis/sulit
dilakukan karena memerlukan sel basofil segar dari darah
donor sehat (Sabroe et al., 1999'), memerlukan waktu yang
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lama untuk memperoleh hasil, dan biaya yang lumayan
besar (Grattan et a1.,2007).

Berdasarkan hal tersebut di atas, sangat diperlukan
sarana diagnostik alternatif UO yang mudah, cepat dan
praktis, cukup akurat, dan sekaligus murah terutama unfuk
negara berkembang seperti Indonesia.

Pemeriksaan rz vivo ASSI seperti halnya pemeriksaan
in vitro HRA, bertujuan mendeteksi adanya autoantibodi
fimgsional dalnm serum pasien UKI. Uji kulit ini merupakan
uji klinis prediktifyang dapat dipercaya dan merupakan uji
klinis in vivo terbaik saat ini untuk mendeteksi aktivitas
pelepas histamin yang terdapat dalam serum autolog
tertradap mastosit kulit (Sabroe et al.,1999)-

Keuntungan utama tes kulit ini, yaitu derajat
kepraktisannya yang tinggi sehingga dapat dilaksanakan
di samping t€mpat tidur penderita, dan dengan biaya
yang relatif murah sehingga arnat tepat untuk dipakai di
negara sedang berkembang seperti Indonesia. Kelemahan
pemeriksaanASST adalah belum ada metode/teknik yang
baku (Di Lella et a|.,2004\, masing-masing peneliti
menggunakan teknik yang berbeda dalam menilai positivitas

ASST. Sebagai akibatnya, penelitian yang dilakukan
selama ini, menghasilkan sensitivitas dan spesifisilas ASST
bervariasi antara peneliti yang satu dan peneliti yang lain
(Nettis et a1.,2002).

Permasalahan tersebut di atas mendorong peneliti unhrk
mengembangkan suatu sarana diagnostik ASSTyang baru,
yang merupakan modifikasi dariASST lama. Pengalaman di
klinik dengan menggunakanASSTyang baru ini memberi
kesan bahwa sarana diagnostik ini memberikan hasil yang
lebih baik dari pada ASST peneliti sebelumnya.

MATERI

Penelitian ini merupakan penelitian observasional
analitik laboratorik dengan desain potong lintang. penelitian

ini terdiri atas penelitian pendahuluan dan penelitian
lanjutan/utama.

Sesuai dengan konsep penelitian, maka untuk mencapai
tujuan penelitian utama, perlu dilakukan penelitian
pendahuluan untuk mengembangkan sarana diagnostik
ASST baru yang sensitivitas dan spesifisitas Dx-nya lebih
baik, dan mencari upaya yang tepat dan standar agar dapat
melakukan pemeriksaan HRAyang belum pemah dilakr:kan
di Indonesia dan yang sangat diperlukan untuk menguji
keandalan sarana diagnostik ASST baru.

Penelitian pendahr+luan meliputi tahapan berikut.
Mencari cara pemeriksaan HRA yang tepat dan baku: Cara
pemisahan sel basofil dari darah donor sehat yang tepat dan

64

baku; Cara pelepasan histamin stimulated, spontan, dan
total yang tepat danbaku; Cara pembuatan kurva baku dan
persamiun linear. Tiahapan pengernbangan uji ASST baru
dan pengujian pendahuluannya secara klinis: Meneliti ulang
ASST peneliti sebelumnya (Goryactrkin4 Fagiolo, platznr,

Toubi, Altman, dan Sabroe); Meneliti sensitivitas dan
spesifisitas semua param€ter yang menenhrkan positivitas
ASSI secara hurggal maupun kombinasi; Meneliti variabel
yang belum pernah dipakai sebelumnya (diameter weal
serumdanweal salin pada 0 menit); Merangkum hasilASST
peneliti sebelumnya dan hasil ASST peneliti, menghasilkan
ASST teoretis baru; Menentukan sensitivitas Dx dan
spesifisitas Dx ASST teoritik baru; Membuat kesimpulan
dalam bentuk ASST operasional baru.

Hasil penelitian pendahuluaq selanjutrya dipakai pada
penelitian utama untuk menentukan nilai diagnostik ASST
baru dengan baku emas HRA, menilai Sn Dx dan Sp Dx
variabel derajat keparahan klinis dengan baku emas HRA,
dan meneliti hubungan antara variabel derajat keparahan
klinis danASSTbaru.

, Subjek penelitian. Pada penelitian pendahuluan,
pemeriksaan ASST dilakukan terhadap 34 pasien UKI,
dan pada penelitian utama dilakukan pada79 pasien UKI.
Semua sampel penelitian berasal dari pasien yang berobat
jalan pada Subbagian Alergi-Imunologi, poliklinik Dept.
Kulit dan Kelamin, RSUP Palembang.

Semua pasien UKI, tidak mengkonsumsi antihistamin
2 hari menjelang pemeriksaanASST. Imunosupresan tidak
dikonsumsi minimal 2 bulan sebelum ASST, dan semua
pasien berusia > 18 tahun.

Penelitian ini telah dinyatakan layaJ< etik untuk
dilaksanakan oleh Unit Bioetika dan Huhaniora, FK
Unsri, Palembang.

TeknikASST. Darah vena sampel penelitian ditampung
dalam tabung gelas steril tanpa clotting accelerator,
diamkan membeku pada suhu kamar selama 30 menit.
Serum diperoleh dengan sentrifugasi pada 25(X) rpm selama
15 meniq untuk selanjutnya dibagi ke dalam beberapa
aliquots untukpemeriksaan ASST dan HRA.

Sampel serum autolog, histamin (10 pglml),dan salin
steril{0,97o), masing-masing 50p1, disuntikkan intradermal
denganjarak 5 cm pada bagian volar lengan bawah yang
bebas lesi urtika minimal}4 jwn.

U/aktu pembacaan respolts weal danfare pada lokasi
suntikan histamin, serum, dan salin disesuaikan dengan
metode tiap peneliti. Pengukuran weal danfiare akibat
serum dikoreksi dengan nilai weal danfare akibat salin
dar/atau histamin tiap subjek. Perubahan w amaweal akjbat
serum pada pembacaan 30 menit dibandingkan dengan
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p€rubahan wamaweal akibat salin, dan diberi skor 0: bila

warnaweal akibat serum sama dengan warnaweal akibat

salin (s&ir coloured rtau pink); skor l: blla wama weal

akrbat serum adal ahpinksedangkar'warrl?u)eal akibat salin

adalah skin coloured, dan skor 2: bila warna weal akibat

serum adalah merah.

Kriteria positif ASST mengikuti. kriteria masin g-

Pemeriksaan HRA. Metode pemeriksaan HRA

yang akan dipakai daiam penelitian ini diperoleh melalui

rangkaian penelitian ulang berbagai metode HRA yang

dilakukan peneliti sebelumnya. Penelitian ini memakai kit

ELISA yang diproduksi Neoger's Corporation'

Analisis statistik. Data ASST (positif/negatif) dan

HRA (positiflnegatif) dianatisis untuk menentukan nilai

diagnostik ASST. Data derajat keparahan klinis dan ASST

baru dianalisis menggunakan analisis korelasi, dan analisis

regresi logistikmajemuk- Perbedaan nilai diagnostik antara

2 metode pemeriksaan ASST dianalisis menggunakan uji

beda proporsi. Data derajat keparahan klinis dan HRA

dianalisis untuk menentukan nitai cut'off, menggunakan

uji diagnostik dengan HRA sebagai baku emas'

HASILDAN DISKUSI

A. Penelitian Pendahuluan

Cara pemi.sahan sel basofil dari darah donor sehat'

Metode pemisahan sel basofil ialah metode dextran

sedimentation, yalg dilaksanakan sebagai berikut' Enam

mililiter darah vena dalam tabung BD vacutainer berlapis

K2 EDTA 5,4 mg (3 ml) ditambah 2 ml larutan dekstran

3Yo (berat molekul 250.000), glukosa 3%, salin 0,15 M,

dan akuades 100 ml. Campuran diinkubasi selama 45 menit

pada37" C sampai darah terpisah menjadi 3 lapisan, 'lapisan'

teratas berupa plasma, lapisan di tengah berupa buffi coat

mengandung leukosit dan trombosit, dan lapisan terbawah

berupa sedimen yang mengandung eritrosit.

Supernatan yang mengandung plasma, trombosit,

dan leukosit dipisahkan dari sedimen secara hati-hati'

Supernatan disentrifus pada 2500 rpm selama 5 rnenit

sehingga terbentuk sedimen leukosit, sedangkan hornbosit

terpisah dalam su'pernatan. S'elaniutnya superriatan

dibuang.

Pelet leukosit ditambah 3 ml larutan 0,8% NH.CI turtuk

melisiskan eritrosit yang masih tersisa (penambahan NH.CI

diulang 2x agar semua eritrosit mengalami lisis). Sentrifus

pada 2500 rpm selama 5 menit. Supernatan dibuang'

Endapan/pelet dicuci 2x dengan laru{an ISmMIff'PES'

1 3 7 mM NaC l, 2,7 lKCl, 0,4 rnM NalI'-PO u, 5 mM glukosa'

dan akuades, serta disuplemendengan0,3t/o buman serum

albumin(HsA). Senkifus pada 2500 rpm selarna 5 rnenit'

lalu buang supernatannya. Pelet diresuspensidalam larutan

yang sama tanpa HSA sehingga volume 6"00pL'

lumlah leukosit/ml dalam suspensi leukosit yang

dibutuhkan adalah 2 x 105/m1. Suspensi l€ukosit (2 x 105/

ml) dibagi dalarn 3 tabung, masing-masing mengandung

50 pl suspensi leukosit donor sehat'

Cari memperoleh his tamine s t imulated (stiHR)'

histamin spontan (spoHR), dan histamin total (totHR):

(l) Limapuluh mikroliter suspensi leukosil dalam tabung

i aiintcuUasi selama 40 menit pada 37' C dalam 5O pl

serum (pasien UKI atau non-urtikaria), selanjutnya reaksi

dihentikan dengan pendinginan di atas es' Sentrifus selama

10 menit pada 3500 rpm, dan supernatan yang diperoleh

diperiksa untuk menentukan s timulatedll{(stiHR) pasien

UKl/non-urtikaria, (2) Limapuluh mikroliter suspensi

leukosit dalam tabmg 2 ditambah 50 pl PBS, dipanaskan

pada 85" C selama 40 rnenit. Sentrifus pada 3500 rpm

selama 10 menit, dan supematan yang diperoleh diperiksa

untuk menentukan histamin total (totalHR) pasien UKI

dan non-urtikaria, (3) Limapuluh mikroliter suspensi

leukosit dalam tabung 3 diinkubasi selama 40 menit pada

37" C dalam 50 pl PBS, dilanjutkan dengan pendinginan

di atas es. Sentrifus selama 10 menit pada 3500 rpm, dan

supernatan yang diperoleh diperiksa untuk menentukan

spontaneousl*.(spoHR) pasien UKI dan non-urtikaria'

Uji ELISA kompetitif langsung rnemakai kit ELISA

dari Neqgen' s Coyplavation Uj i ELISA kompetitif langsung

dilalarkan sesuai dengan petunjukdari peng$asilkitdan nilai

absorben ditentukan de4gan mem akai microBLlS Areoder

yang diset pada 450 nm.

Cara pembuatan kurva baku dan persamaan linear:

(1) Nilai absorben histamin baku dikonversi ke dalam

perssntas€ ikatan maksimal (i,/oB/Bo)- dan logit'
dan konsentrasi histamin baku dikonversi ke dalam

logConcentration, (2) Kurva baku dan persamaan linear

dibuat berdasarkan nilai logit dan logConc memakai

prograrn Excel, (3) Penghitungan stiHR, spoHR, dan totFIR

mernakai persamaan linear yang diperoleh (Y : -599,3x +

2178,5), (4) Persentase pelepasan histarnin (o/oHR) donor

sehat (non-urtikaria) dihitung memakai formula KstiHR

- spoHR)/totHRl x 100, dan penentuan cut'off[{3.A+/-
(mean + 2 SD), (5) Persentase pelepasan histamin (%HR)

pasien UO: > (mean + 2 SD), dan pasien UKI non-Uo:

<(mean + 2 SD).
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Pemeriksaan ASST metode Sabroe rnenghasilkan Sn

Dx:7t,4Vo dan Sp Dx:lOYo yang lebih baik dari metode

peneliti yang lain (AUC: 0,707, +PV Dxl.39,5o/o, -PV Dx:
&g,goA,efisiensi Dx:.7A,5o/o), disusul metode Gory dengan

Sn Dx: 92,9yo dan Sp Dx: 50% (AUC: 0,714, +PV Dx:
33,7yo, -PV Dx 96,2yo, efisiensi Dx:;67,6Yo).

Perbedaan diameter weal akibat serum-weal akibat
salin (2,0 mm) pada 30 menit (S30u2.0), menghasilkan

Sn Dx: 92,9Vo dan Sp Dx:45o/o (AUC = 0,689, +PV Dx:
3l,6yo, -PV Dx: 95,8Vo, efisiensi Dx:64,7Yo), disusul
bertunrt-turut S30u2.5 dengan Sn Dx: 64,3yo dan Sp Dx:
65% (AUC -- 0,646, +PV Dx: 33,5yo, -PV Dx: 86,gyo,

efisiensi Dx:64,7Yo), dan S30ul.5 dengan Sn Dx 92,9yo

dan Sp Dx: 10% (AUC: 0,514, +PV Dx: 22Vo, -PY Dx:.

83,6Vo, efi siensi Dx:. 44,lYo).

Tabel 1. Sn Dx dan Sp Dx ASST metode peneliti sebelumnya

+LR -LR Efis. DxSn Sp +PV -PV
Dx Dx Dx Dx95VoC.I.AUC s.E.

Altrnann

Asero

Fagiolo "

Goryach

Plalzer

Sabroe

Toubi

0.500

0.500

0.500

0.7t4

0.668

0.707

0.525

0.102

0.102

0.102

0.093

0.o97

0.093

0-525

100

100

100

92.9

78.6

71.4

50

1.0

1.0

1.0

0.03

0.10

0.04

0.80

0.324 -0.676
0.324 -0.676
a324 -0.6',76

0.534 - 0.855

0.486 - 0.819

0.527 - 0.850

0.347 - 0.698

0 2t.5

0 21.5

a 2t.5

50 33.7 96.2

55 32.4 90.4

70 39.5 89.9

55 23.3 80.1

1.0

1.0

1.0

r.86 0.r4

1.75 0.39

2.38 0.41

1.11 0.9r

67.6

64.7

v0.6

52.9

Keterangan:
AUC : area under the Reciever Operating Characteristic (ROC) cume

S.E. '- standard error
p : nilai kemaknaan pada 0.05

C.L : confdence intemal
PV : predictive value

LR. : likelihoodratio
Efis.Dx : efisiensi diagnostik (akurasi)

Tabel 2. Sn Dx dan Sp Dx ASST berdasarkan parameter perbedaan diameter weal akibat serum-weal akibat salin
pada 30 menit (0r5, lr0, 1r5, 2r0, dan2r5 mm) \

95o/o C-1.Pararneter
diameter

AUC +r.iS.E.
lower upper

Sn Sp +PV -PV
Dx Dx Dx Dx

-LR T:
S30u0.5

S30ul.0

S30ul-5

530u2.0

S30u2.5

0.500 0.102 1.00

0.489 0,102 0.916

0.514 0.102 0.889

0.689 0:091 0.064

0.646 " 0.098 0. 15l

0,700 100

0.690 92.9

0.713 92-9

0.868 92.9

0.838 64.3

0.500

0.289

0.315

0.511

0.455

0

5

l0
45

6)

21.5

2t.s

22 83.6

31.6 95.8

33.5 86-9

1.0

1.0

1.03 0.71

t.69 0.16

1.84 0.55

41.2

44.1

64.7

64.7

Tabel 3. Sn Dx dan Sp Dx ASST berdasarkan parameter perubahan warna weal akibat serum pada 30 menit

95%C.t. +PV
Dx

AUC S.E.
Iower ;: +LR -LR H'

Sn Sp
Dx Dx

rsO

rsl

rs2

0.50

0.67

a.74

0.10

'0.09

0.09

4.7

0.86

0.92

100

85.7

78.6

2r.5

32.0

41.8

92:7

92.3

1.0

t.7t

2.62

1.0 0.3

0.08 0.49

0.01 0.57

0

50

70

0.29 64.7

0.31 73.5
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S,E.

i

i

I

t

i

I

I

Parameter perubaharl w arna weal serum (merah) pada

30 menit (rs2) rnenghasilkan Sn Dx: 78gYo dan Sp Dx:
70% (AUC - 0,743, +PV Dx: 4l,8Yo, -PV Dx: 92,3o/o,

efisiensi Dx: 73,5Yo),lebih baik daripada parameter rsl
yang menghasilkan Sn Dr 85,7% dan Sp Dx: 50% (AUC :
0,679, +PV Dx: 32yo, -PV Dx:. 92,7Yo, efisiensi Dx:
64,70 ).

Sensitivitas dan Sp ASST berdasarkan perbedaan

diameter weal akibat seram-weal akibat salin (2,0 mrn)
padapembacaan 30 menit (S30u2.0), menghasilkan Sn Dx:
g2,gYo dan Sp Dx:45Yo (AUC : 0,689, +PV Dx 31,6Yo,

-PV Dx: 95,8o , efi.siensi Dx:.64,7Yo),lebih baik daripada

pembacaan pada2O menit dan 40 menit. Pada pembacaan

20 (S20u2.0) Sn Dx dan Sp Dx yang diperoleh adalah

57,lYo dan 40Vo (AUC: 0,48, +PV Dx:22,7Yo, *PV Dx:
79,304, efisiensi Dx:. 47Yo), dan pada 40 menit (S40u2.0)

diperoleh SnDx:- 42,9%o dan Sp Dx zl{% (AUC: 0,41, +PV
Dx:28,1o/o, -PV Dx: 83,60/0, efisiensi Dx:4l,lo/o).

Parameter tunggal, yaitu perbedaan diatneter wial
akibat serum-weal akibat sa{in pada 0 dan 30 menit
(1,5 mm) menghasilkan Sn Dx dan Sp Dx masing-maslng
85,7Yodwr 55% (A[-IR: 0,704, +PV Dx:.34,3Yo, -PV Dx:
g3,4o/o, efisiensi Dx: 67,60/o\.' 

PemeriksaanASSTberdasarkankombinasiparameter
perbedaan diameter weal akibat serum-weal akibat salin
(> 1,5 mm) pada 0 dan 30 menit, dan parameter wartra
weal akibat serum merah pada 3O menit (S030ul.5rs2)
menghasilkan Sn Dx 78,6% dan Sp Dr 95% terbaik (AUR:
0,868, +PV Dx: 81,170, -PV Dx: 94,6Vo, efis. Dx 88,2yo),

disusul dengan S30u2$rs2 (7t#A dan 85Yo,AUR: 0,782,
+PV Dx; 56,60/o, -PV Dx: 9l,6yo, efis. Dx: 79,4o/o), dan
53 0u I . 5rs2 (7 1,4 dan 7 Oo/o. AUC : 0, 707, +PV Dx: 39,5oA,

-PV Dx: 89,f/o, efis. Dx: 70,6Yo).

Tabel 4. Sn Dx dan Sp Dx ASST berdasarkan waktu pembacaan (20, 30, dan 40 menit) perbedaan diarn eter weal akibat
serum-weal akibat salin (1,5 mm dan 2,0 mm)

ttm* 
AUC

95o/oC.l. Sn Sp +PV -PV
Dx Dx Dx +LR -LR Efis. Dx

lower

S30u2.0

520u2.0

S40u2.0

530u1.5

0.68

0.48

0.41

0.51

31.6

22.7

28.1

22

95.8

79.3

83.6

83.6

1.69

1.07

t.43

l-03

0.09 0-06

0.10 0.88

0.10 0.40

0. t 0 0.88

0.511 0.868 92.9

0.286 0.696 57.1

0.217 0.612 42.9

0.315 0.713 92.9

0.16 64.7

0.95 47

0.71 4l.l

45

40

40

l0 44.t0.71

Tabel 5. Sn Dx dan Sp Dx ASST berdasarkan perbedaan parameter diameter wbal akibat serum-weal akibatsalin pada
0 dan 30 menit \

95o/o C.LParameter
O menit

AUC S.E.
Sn Sp +PV
Dx'-' Dx Dx

-PV
Dx

+LR -LR "S:
Sdsg030u1.5

Sdsg030u2.0

0.704 0.09 0.04

0.657 0.09 0.12

0.526

4.469

0.882

0.846

85.7

71.4

34.3

32.8

93.4

88.5

55

60

1.9 0.26 67.6

t.79 0.48 64.7

Tabel 6. Sn Dx dan Sp Dx ASST berdasarkan kombinasi parameter Sdsg030u1.5 - rs2 (S030u1.5rs2), S30u2.0rs2, dan
530ul.5n2

ASST teoritik 
AUR

Daru
sE,3i;i 95o/oC.I.

+PV
Dx ;: +LR -LR I'j

I S030ul.5rs2

2 S30u2.0rs2

3 S30u1.5rs2

0.86 0.07

0.78 0.08

0.74 0.09

0.000

0.006

0.042

78"6

71.4

71.4

8l.l
56.6

39.5

94-6

91.6

89.9

95

85

70

0.726 1.009

0.614 0.950

0.s25 0.889

1s.7t 0.23 88.2

4.76 0.34 79.4

2.38 70.6
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Penjelasan.
. $0301.5rs2 adaLah kombinasi parametor perbedaan

diameterwealakibatserum-wealakibatsalin(l,5rnrn)
pada 0 dan 30 rnenit dan pararneter warna weal akibat

serum (merah).
. S30u2.0rs2 adalah kombinasi param€ter perbedaan

diametet weal akibat serum -weal akibatsalin (2,0 mm)

pada 30 menit dan paramet€r warna wedl akibat serum

(merah).
. S30u1.5rs2 adalah kombinasi parameter perbedaan

diameterwea/akibatserum'wealaklbatsalin(l,5mm)
pada 30 menit dan parameter warnaweal akibat serurn

{merah).

Sarana diagnostik ASST operasional baru yang

ditemukan ialah S030ul.5rs2, karena jauh lebih baik

daripada S30u2.0rs2 dan S30ul.5rs2 (nilai AUC, +PV Dx,

-PV Dx, dan efis. Dx lebihbaik)
Kriteria ASST positif. Pemeriksaan ASST baru yang

dipakai peneliti disebut positif bila kombinasi perbedaan

diameter weal akibat serum-diameter weal akibat salin

pada 0 dan 30 menit > 1,5 mm dan warna weal akibat

serum s.rma dengan warna weal akibat histamin pada 30

menit (merah).

B. Penelitian Utama

Sensitivitas Dx dan spesifisitas Dx ASST baru adalah 82 ,4Yo dan

93,5%{AIJC:0,880, +PV Dx: 77,8, -PV Dx: 95,1, +LR: 12,76,

efis.Dx: 91,1) (lihat Lampiran 12).; S30u1.5rs2, '10,6% dziTl%
{AUC : 0,708, +PV Dx: 48,0, -PV Dr 89,8, +LR: 2,43, efis.Dx:

7 O,V/o), dan 53 0u2. Ors 2, 58,8Vo dan 7 7,4oA (LU C : 0,648, +PV

Dr 41,6, -P.vDx: 87,3, +LR: 2,61, efis.Dx: 73,4).

Keterangan:

S030u1.5rs2: Sarana Dx ASST batu, yang memakai kombiaasi

pararneter perbedaan diameter weal akibat serum-wea/ akibat salin

pada 0 dan 30 meaiL dan warna weal serum pada 30 menit

S30u1.5rs2 dan S30r:2.0rs2: adalah sarana DxASST teoretisbam

yang diternukan pada peneiitian pondahuluan.

Tabgl 8. Hasil ujibeda proporsi antara Sn Dx ASSTbam

dan Sn Dx S30u 1.5rs2 {ASST Sabroe), memakai

progran EpiCalc.

Pmporsi Sn

dan besar

sarnpel

ASSTbaru

{82.4Yq79)
vs
530ul.5rs2
(70.G%;=19) 156

Keterangan.

Uji bedaproporsi antara SnDxASSTbarudan Sn DxS30ul.5rs2

(skor Z: 1.56, p : 0,05), menunjukkan tidak terdapat perbedaan

berrnakna

Tabel 9. Hasil uj i beda proporsi antam Sp Dx ASST baru

dan Sp Dx S30u1.5rs2 (ASST Sabroe).

- 95oA p-value P-valueL score c.l (one - sidedl (noo - sidedl

Proporsi Sp

dan besar Z score

sampel

p-value p-value
(one - sided) (two'sidedl

ASSTbaru
(93.50 79)
VS

S30ul-5rs2
(7r%,79) 3.49 22.5o/o

Uji beda antara Sp Dr ASST baru dan Sp Dx ASST Sabroe

penelitian (skor Z: 3.49, p <O,000), menunju{kan ada perbedaan

bermakna

Variabel derajat keparahan klinis mefupakan
penjumlahan 7 nilai variabel: diameter dan jumlah udikq
keluhan gatal, distribusi lesi urtikq angioedem4 pemicu

urtika, faktor atopi, dan keluhan sistemik. Rentang skor

derajat kepar*ran klinis adalah 3-24.

0.000

Tabel 7. Sensitivitas Dx dan Sp Dx ASST baru (S030u1.5rs2), S30ul-5rs2 (cara Sabroe), dan S30u2.0n2, dengan baku

emas HRA, mernakai prograrn SPSS dan MedCalc.

95YoC-1.
+LR

Upper

Sn Sp +PV -PV
Dx Dx Dx Dx

-LR "f;
S030u1.5rs2

530ul.5rs2

S30u2.0rs2

0.05 0.000

0!7 0.009

0.07 0.023

0.88

o.70

058

0.767 0.99?

0.556 0.850

0.530 0.833

82.4

70.6

58.8

93.5

71,.0

77.4

77.8

40

4t.6

95.1 12.76 0.19 9l.l
89.8 2.43 0.41 70.9

E7.3 2.6t 0.53 73.4
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Tabel 10. Sensitivitas Dx dan spesifisitas Dx variabel derajat keparahan klinis (skala kontinu) dengan baku euras
HRA.

Cut-of SnDx SpDx AUC S.E.
95VoC.l. +PV -PV

upper lower Dx Dx
+LR -LR Efis Dx

12 76.5 74.2 0.753 0.0s8 0.001 0.620 0.887 44.8 . g2.O 2.96 0.32 74j
Sensitivitas Dx dan Sp Dx variabel derajat keparahan klinis pada czr- off 12, ialah 76,50/o dat74,2% (AUC:0,753, p : 0,001, +pV
Dx: 44,8t/o, -PV Dr 92Yo, efis.Dx:74,7%).

Tabel1l.. Hasil uji beda proporsi antara Sn Dx variabel derajat keparahan klinis dan Sn Dx variabel ASST baru,
menggunakan progam EpiCalc2000.

Proporsi Sn dan besar sampel Zscore n p-value{one-sided) p-value (two-sidedl 95%CI.

I

I

i

Derajat keparahan klinis (76,5%, 79 pasien)
vs

ASST baru (82,4Yo,79 pasien)

TidakterdapatperbedaankemaknaanantaraSnDxkeparahanklinisdanSnDxASSTbaru{z:0-72(p>0,05,95yoC.t.:-7.93sampai
t9.73)

Tabel 12. Hasiluji bedaproporsi antara Sp Dx variabelkeparahan klinis dan Sp Dx variabelASSTbarq menggunakan
progrirm EpiCalc2000-

Proporsi Sp dan besar sampel Z score p-value (onz-sided) p-value (two-sided) 95o/oC.I.

0.72 0.235 0.47t 1.93 to 19.73

Sp keparahan klinis (74,2%o,79 pasien)
VS

TerdapatperbedaankemaknaanantaraSpderajatkeparahanklinisdanSpASST(z:3.08{p<0,05,950 C.I.:6.96sampai31.64).

ASSTbaru (93,5o/o,79

Pemeriksaan HRA dipakai dalam penelitian ini
karena sampai saat ini masih merupakan baku emas untuk
mendeteksi autoantibodi fungsional di dalam serum pasien
UKI (Fiebiger et al., 1998), karena pemeriksaan in vitro
lainnya, seperti imunoblot, danflow cytometry tidak dapat
membedakan apakah autoantibodi tersebut fi.rngsional atau
tidak. Selain ihr, pemeriksaan penurunan jumlah sel basofil
denganflow qttometry (Grattzn et a1.,1997), pemeriksaan
petanda aktivasi sel basofil CD63 (Wedi et a1.,2000) dart
CD203a masih memerlukan validasi.

Metode pemisahan leukosit donor sehatyang berhasil
dilakukan peneliti, diawali dengan inkubasi darah EDTA
donor sehat dalam larutan 3Yo dekstran (BM 250.000),
dilanjutkan dengan sentrifugasi, dan penambahan amonium
klorida untuk melisiskan eritrosit yang tersisa. Komposisi
larutan dekstran 3%BM25O:000, dan penambahan amonium
klorida yang dipakai pada penelitian ini menghasilkan
jumlah leukosit yang cukup untuk pemeriksaan ELISA, dan
suspensi leukosit tersebut bebas dari eritrosit. percobaan

memakai komposisi larutan dekstran dengan BM berbed4
tidak berhasil rnemperoleh jumlah leukosit yang memadai.

6.96 to 31.64

Proses pelisisan eritrosit memakai larutan salin hipotonik,
larutan akuades dan l0xPBS (San Diego 2006), dan akuades
d iko mb inas ik an de ngaw TigLtt v o r t e *1 i g men ghas i lkan
suspensi leukosit yang belum bebas dari eritrosh. Setelah
proses pelisisan eritrosit, dilanjutkan dengan pencucian
dengan larutan bufef (10 mM HEpES, 137 mM NaCl,
2,7 KCl,0,4 mM NaH2PO4, 5 mM glukosa, dan akuades),
yang disuplemen dengan 0,3% HSA, senkifugasi {2500
rpm selama 5 meni$, dan diresuspensi (dalam buferyang
sama, tanpa HSA), lalu dilakukan penghitungan dan
penyesuaian jumlah leukosit memakai bantuan mikroskop
cahaya" dan jumlah sel yang diperoleh dimasukkan dalam
formula Hudson, sehingga menj adi2 x lO5 seVml. Jumlah
seVml tersebut sbsuai dengan spesifikasi kit ELISA yang
dipakai dalam penelitian ini. Metode pemisahan sel
basofil yang dipakai dalaur penelitian ini tidak memakai
metode pemurnian sel basofil dengan percoll density
gradients atau elutriation dan negative selection dengan
magnetic beads,karenakedua cara tersebut hanya dipakai
pada penelitian sekresi interleukin sel basofil atau pada
penelitian intracellular signaling events sel basofil. Selain

;1
ir
;i
IJ
E:
ii
;i

li
:l
:i

ii

ii
ii
€,1

sl
Et
*i
*i
at
el
&t

€11

#.t
&-t
ffit
#lgl
gt
*lfI
=l

ilir

fri

$ll

*lt

$td

fll

M' Athuf Thaha: Nilai Diagnostik Modifikasi Autologous Serutn Skin Test pada Urtikaria Autoiman 69



itu, walaupun sel basofil bercampur dengan sel {eukosit
iairq campuran sel-tersebut tidak rnemengaruhi pemeriksaan

HRA karcna histamin hanya terdapat dalam granul sel

basofil.
Suspensi sel basofil selanjutnya dibagi dalam 3 tabung,

tabung I diinkubasi dengan serum pasien UKI atau serurn

orang sehat selama 40 menit pada 37" C, dilanjutkan
dongan sentrifugasi pada 3 500 rpm selama l0 menit, untuk
rnendapatkan supernatan yang mengan dung s timulated
histamine sampel penelitian atau stimulated histamine
sampel orang seha! tabrurg 3 diinkubasi dengan PBS selama

40 menit pada 37' C, dilanjutkan dengan sentrifugasi pada

3500 rprn selama l0 menit, untukmendapatkan supematan

yang mengan dnrtgspontaneous histamine, dan tabung 2

diinkubasi dengan PBS, dilanjutkan dengan pemanasan

pada 859.C selama 40 menit urhrk mendapatkan supernatan

yang mengandung total histamine. Metode pemanasan

pada 85" C selama 40 menit dipakai dalam peneliti karena

rnenghasilkan nilai absorben terkecil dibandingkan metode

pendidihan (To ng et al., I 997), pemanasan pada 60o C, dan

metode repeated thawing and jleezing (Wedi et al., 2000).

Selain itu, metode yang dipakai peneliti rnenghasilkan
nilai absorben yang hampir tidak berbeda dengan yang

dihasilkan metode ultrasonic disintegrator dengan ice
coldjacketyang merupakan baku emas untuk memperoleh
histamin total.

Kit ELISA Neogen's Corporation, Amerika Serikat
dipakai dalam penelitian ini karena kit tersebut dipakai
s€cara luas di Prancis, Inggris, Kanad4 Amerika, dalam
berbagai penelitian penghitungan kadar histamin. Antibodi
monoklonal terhadap {tistamin telah dilapiskan pada
permukaan sumuran lempengan polistiren oleh perusahaan

sehingga terjamin kemurnian maupun distribusinya pada

dinding srunuran dari lempengan. Spesifikasi performan
kit (lineit hnntifikasi, rentangan kuantifikasi, presisi inter-
asai dan intra-asai) menunjukkan keandalan kit mendeteksi

histanin.
Pembua.tan kurva baku penelitian ini (penghitungan

ohBlBA, logit, dan logConc), dan pembuatan persam&m

linear (model log-Iogit curve fitting) berdasarkan kurva
baku, mengikuti petunjuk penghasil kit ELISA-

Pemisahan serum autolog dari darah sampel UKI
dilakukan secara standar mengikuti pedoman Laboratory
Corporation o/America@ Haldings and Lexi-Comp Inc.
(2007), dan sesuai dengan persyaratan penyakit yang
diteliti (darahdiambil waktu penyakit aktif). Prosedur baku
pemisahan serum tersebut menghindarkan kemungkinan
pelepasan C5a dan bradikinin yang dapat pula mernicu
pelepasan histamin dari rnastosit. Peneliti tidak memakai

70

anti-FceRld fungsional sebagai pengganti serlun, karena

sarnpai saat ini belurn ada sarana unhrk rnemperoleh anti-

FceRIa fungsional.

Pembacaan.diarneter weal aktbat serum dan salin
dilakukanpada 0 dan 30 rnenit. Waktu dan alasan pembacaan

pada { menit tersebut adalah hasil pengarnatan peneliti
selarna penelitian ini berlangsung. Pada pengamatan

selama penelitian, ter"nyata diameter akibat suntikan
serum, sa{in, dan histamin pada 0 menit tidak selalu sama

walaupun volume serum, salin, dan histamin telah diukur
dengan cermat. Pada0 menit, edema akibat suntikan sallri

dan serum te{adi bukan oleh proser imurelogis, tetapi

oleh pengaruh volume caingyang disuntikkan. Pada

pembacaan 30 menit, terjadi absorpsi cairan pada lokasi

suntikan serum dan salin sehingga perbedaan diameter

antara kedualokasi hanya disebabkan proses imunologis
(lokasi serum mengandung bahan ipunslogis, sedangkan

lokasi salin tidak). Peneliti berpendapat apabila perbedaan

diameter pada 0 menit tersebut tidak diperhitungkan,
akan memengaruhi perbedaan diameter pada 30 menil

'?embacaan pada 30 menif dipakai dalam penelitian ini,
karena hasil perclitian pendahuluan menunjukkan bahwa

pembacaan pu6r2g dan 4O menitmenghasilkan Sn dan Sp

ASST yang jauh lebih kecil dibandingkan pada pernbacaan

30 menit. Demikian pul4 pemilihan pararrcter w arna weal

akibat serumpada 3O menit{merah), karena menghasilkan

Sn ilan Sp yang lebih baik dibandingkan dengan perubahan

warnamerah muda.

Variabel derajat keparahan klinis mempunyai skala

kor,rtinu (3--24), dan variabel ASST baru (SO30u1.5rs2)

berskala binornial. Uji Kolmogorov-Snairnov (one
sample) terhadap variabel S030u1.5rs) dan DerKepKlin,

menunjukkan data variabel S030u1.5rs2 tidakterdistibusi
normal (p < 0,05), sedangftandata vadabel derajatkeparahan

klinis terdistribusi normal (p Z O,OS). Analisis korelasi

Spearman antara kedua variabel rnenunjukkan adanya

korelasi positif bermakna {0,509).
Uji diagnostik menggunakan kurva ROC untuk

menentukan Sn Dx dan Sp Dx variabel DerKepklin dengan

HRA sebagai baku emas, dapat dilakukan karena skala

variabel DerKepKlin adalah kontinyu. Nilai cut-off{L?)
derajat keparahan klinis diperoleh pada kombinasi Sn Dx
dan Sp Dx derajat keparahan klinis yang optimal (76,50/o

dan 7 4,2Vo, efi s. Dx: 7 4,7Yo\.

Sarana diagnostik ASST baru yang ditemukan pada

penelitian pendahuluan dan dipakai pada penelitian utama

ini adalah penambahan parameter perbedaan diameter

weal serum-weal salin pada 0 menit, selain parameter

perbedaan diameter weal sex:utm-weal salin pada 30 menit

lBPYol.l0, No. 2, Mei 2ffi8: 63-72



dan parameter perubahan warna weal serumpada 3O menit
(S030u1.5rs2).

Sensitivitas Dx dan Sp Dx pararneter kombinasi
S030u1.5rs2 yang ditemukan peneliti pada penelitian
pendahuluan, menghasilkanSn Dx dan Sp Dx (?8,6% dan
95%, AUC : 0f68, +PV Dx :8l,lVo, efis.Dx: 88,2%o), lebih
tinggi daripada hasil penelitian memakai metode Sabroe,

S30ul.5rs2 (7l,4yo dan j{Vo, AUC : 0,7A7, +PVDx:
39,Syo, efis.Dx: 70,6yo), dan penelitian Sabroe sendiri
(6s% dan 8l%).

_ Hasil di atas menunjukkan peningkatan Sn Dx dan Sp

Dx dari sarana diagnostik ASST yang signifikan sehingga
kesalahan mendeteksi pasien UO maupun kesalahan
mendeteksi pasien yang bukan UO akan rnakin kecil.
Dampaknya bagi pasien, adalah makin banyak pasien
UO dapat segera diobati, dan makin kecil kemungkinan
pemberian obat spesialistik terhadap pasien urtikaria yang
bukan UO.

Upaya yang dilakukan pada penelitian pendahuluan
telah berhasil mendapatkan cara melakukan pemeriksaan
HRA yang tepat dan standar yang belum pemah dilakukan
di Indonesia dan yang sangat diperlukan untuk menguji
keandalan sarana diagnostik ASST baru. Perbedaan utama
cara pemeriksaan HRA peneliti dari metode pemeriksaan

HRA sebelumnya ialah pada proses mendapatkan histarnin
total memakai metode pemanasan pada 85o C selama 40
menit.

Keberhasilan pemeriksaan HRA merupakan nilai
tambah penelitian. Selama ini pemeriksaan tersebut belum
pernah dilakukan di Indonesia.

Penelitian ini mendapatkan nilai cut-off derajat
keparahan klinis sebesar 12 pada Sn Dx dan Sp Dx variabel
derajat keparahan klinis yang optimal, yaitv 76,50/o dan
7 4,2yo (AU C : 0,803, 9 Syo C. I. : 0,698 - 0, 8 84, +PV: 44,Byo,
+LR:2,96, efis. Dx: 14,7yo).

Uji beda proporsi (Sn Dx dan Sp Dx variabel derajat
keparahan klinis dan sarana diagnostik ASST baru),
menunjukkan tidak terdapat perbedaan signifikan dalam
Sn Dx.(z: 0,72,p> O,O5), tetapi berbeda secara signifikan
dalam Sp Dx (z : 3,08, p < 0,05). perbedaan kemaknaan
tersebut menunjukkan bahwa perubahan nilai cut-off
deraj at keparahan klinis (< I 2 ) akan berpengaruh terhadap
deteksi pasien urtikaria dengan autoantibodi positif, tetapi
tidak dapat diandalkan dalam mendeteksi pasien dengan
autoantibodi negatif.

Secara khusus, penemuan sarana diagnostik ASST
baru yang lebih sensitif dan spesifik, dan p€n€muan

nllai cut-offvuiabel derajat keparahan klinis (12), akan
lebih menguntungkan pasien UKI dari segi biaya yang
dkeluarkan karena tidak sremerlukan pemeriksaan HRA
yangbiayanya mahal.

SIMPTJLAN Dfu\ SARAN

Simpulan

Metode ASST yang baru mempunyai sensitivitas Dx
dan spesfisitas Dx yang tinggi sehingga bisa dildasifikasikan
sebagai sa{ana diagnostik yang andal untuk mendeteksi
uo.

Spesifisitas Dx yang berbeda s€cara bermakna
menunj ukkan bahwa perubahan nilai cu t -efflerajat-
keparahan klinis (< 12 ) dapat diandalkan untuk mendeteksi
pasien urtikaria dengan autoantibodi positi{ tetapi tidak
dapat diandalkan mendeteksi pasien dengan autoantibodi
negatif.

Metode pemeriksaan HRA yang selama furi belum
dapat dilakukan oleh pusat pendidikan, khususnya bidang
dermatologi di Indonesia, bahkan di Asia Tenggara,
merupakan asai yang andal sebagai baku emas untuk
diagnosis U0. Penernuan metode ASST baru dan metode
pelaksanaan perneriksaan HRA, tidakdiragukan lagi telah
membantu pengembangan Ilrnu Pengetahuan dan teknologi
kedokteran, terutama dalam pemeriksaan penunjang
urtikaria autoimun, yang belum pernah dikerjakan di
Indonesia.

Saran

Perlu dilalarkan penyebarluasanlasilremuanpenelitian-
ke pusat pendidikan dermatologi di seluruh thrdonesia,

sehingga dapat memberikan keunhrngan ganda, baik bagi
pasien urtikaria oloimun, maupun.bagi penentu kebijakan
dalam hal ini pemerintah. Pasien diuntungkan karena
diagnosis segera diketahui, sehingga menghemat biaya
untuk pengobatan yang sia-sia. Di lain pihak, pemerintah
dapat mengoptimalkan efisiensi kerja pegawai yang
sebelumnya sering tidak bekerja akibat penyakitnya.

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut yang lebih
luas dengan melibatkan lebih banyak sampel penelitian
dari berbagai daerah di Indonesia (melalui penelitian
multisenter), dan dengan rnempertimbangkan perbedaan
faktor suku dan etris tiap tempat, unhrk mencari teknik yang
lebih baik sehingga sarana diagnostikASSTyang ditemukan
lebih andal tidak hanya spesifisitas diagnostiknya, tetapi
j uga sens itivitas diagnostiknya.
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