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Abstrak: Jerbung merupakan jenis udang yang tersebar luas pada perairan Indonesia dan merupakan
alergen utama penyebab alergi seafood. Sampai saat ini, menghindari semua penyebab dan pencetus
alergi merupakan cara terbaik untuk pengobatan penyakit alergi. Menghindari makanan tertentu
layaknya ditegakkan berdasarkan uji alergi seperti skin prick test (SPT). Skin prick test merupakan
uji alergi yang umum digunakan untuk menentukan alergen penyebab alergi yang dimediasi oleh IgE.
Bahan utama SPT adalah ekstrak protein yang disebut dengan reagent. Protein jerbung diekstrak dari
dagingnya menggunakan phospate buffer saline (PBS), kemudian dianalisis menggunakan SDS-PAGE
dan konsentrasi proteinnya ditentukan dengan uji Bradford. Ekstrak protein diformulasi sebagai reagen
SPT dengan mengikuti standardisasi European Pharmacopoeia Monograph on Allergen Products 7
(2010:1063). Sebanyak 24 subyek alergi makanan dan 16 subyek non alergi makanan dicukitkan ekstrak
protein udang jerbung pada kulit tangan bagian bawah. Serum subyek dikumpulkan untuk pengujian
IgE total, IgE spesifik dan immunobloting secara in vitro. Sensitivitas ekstrak protein udang jerbung
pada penelitian ini adalah 95% dengan kesalahan negatif sebesar 5%, spesifitas sebesar 94% dengan
kesalahan positif 6%. Hasil immunobloting menunjukkan bahwa 9 di antara 10 serum subyek alergi
udang jerbung yang diuji mampu berikatan secara spesifik (90%) dengan protein reagent udang jerbung
pada kisaran berat molekul 28-63 kDa.

Kata Kunci: Udang jerbung, Penaeus merquiensis, skin prick test, IgE, alergen.

Abstract: Jerbung is a kind of shrimp which widely spread in Indonesian marine that is a major
allergen from seafood origin. Until now, the best treatment for food allergies is avoid from all kinds of
food allergens. Avoiding certain foods should be established based on allergy tests such as skin prick
test (SPT) and double-blind placebo-controlled food challenges. SPT is the most widely used test for
detecting IgE-mediated food allergies. The main ingredient of SPT are protein extract which is called the
reagent. Jerbung protein was extracted from part of meat by buffer phosphat saline (PBS) then analyzed
by using SDS-PAGE and protein concentration was analyzed by Bradford assay. Protein extract was
formulated to SPT reagent based on standarization of the European Pharmacopoeia Monograph on
Allergen Products 7 (2010:1063). Skin prick test reagent was applied on 24 adult participants who were
food allergies and 16 adults individuals of non food allergies. Sera of subjects were collected to measure
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total IgE and specific IgE-binding. The sensitivity of protein extract was 95% and negative error of 5%.
Whereas specificity was 94% with a positive error was 6%. Immunobloting was also performed on 10
sera subjects. Nine sera subjects of these shrimp allergic participants showed the specific binding to
allergen of jerbung shrimp with the range of molecular weight of 28-63 kDa.

Keywords: Jerbung shrimp, Penaeus merquiensis, skin prick test, allergen.

PENDAHULUAN

UDANG jerbung atau udang putih (Banana prawn
atau white shrimp), Penaeus merquiensis merupakan
salah satu jenis udang yang tersebar luas pada perairan
Indonesia. Jenis udang ini paling banyak dikonsumsi
karena kandungan protein yang tinggi (28%) dan
rasanya yang gurih. Namun demikian, udang ini
diduga sebagai penyebab utama alergi di antara
seafood. Peningkatan kasus alergi ikan laut dan udang
sejalan dengan meningkat konsumsi produk laut (0,5-
2,5%) dari jumlah penduduk®.

Indonesia belum mempunyai data alergi udang.
Dari hasil penelitian Chandra dkk.® pada Bagian
Penyakit Dalam, Rumah Sakit Cipto Mangunkusomo
(RSCM), Jakarta, diperoleh informasi terbatas bahwa
udang merupakan jenis makanan laut penyebab utama
alergi pada anak-anak (8,8%) dan orang dewasa
(24,3%). Berdasarkan hal tersebut, maka untuk
sementara kasus alergi udang diduga cukup tinggi.

Skin prick test (SPT) merupakan salah satu
uji alergi yang cukup akurat untuk mengetahui
alergen penyebab alergi yang dimediasi oleh IgE®.
Keunggulan metode SPT adalah sederhana, cepat
(= 20 menit), dapat dilakukan secara simultan pada
pasien yang memiliki alergi terhadap banyak alergen,
resiko terjadinya alergi sistemik sangat kecil karena
volume reagent yang masuk ke dalam kulit sangat
sedikit®.

Bahan utama pada SPT adalah ekstrak protein
yang disebut dengan istilah reagent SPT. Reagent SPT
dibuat berdasarkan standar European Pharmacopoeia
Monograph on Allergen Products (2010:1063).
Standar ini meliputi kadar air, sterilitas, bebas
kontaminasi mikroorganisme, kadar protein yang
konsisten dan profil protein dengan sodium dodecyl
sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-
PAGE), potensi alergenisitas dengan immunobloting
dan IgE spesifik dengan enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA).

Indonesia masih mengandalkan reagent SPT
impor komersial. Karena ketersediaan reagent impor
masih terbatas dan mahal, maka klinik kesehatan
dan rumah sakit Indonesia masih jarang yang
mempunyai fasilitas uji tusuk kulit. Saat ini, sudah
waktunya Indonesia mengembangkan reagent SPT
dari produk lokal Indonesia terutama untuk alergi

makanan dan inhalasi. Penelitian ini bertujuan
untuk mengesktrak protein udang jerbung dari laut
Indonesia dan mengaplikasikannya sebagai reagent
uji tusuk kulit pada subyek relawan yang menderita
alergi makanan dan non alergi, serta menentukan
sensitivitas dan spesifitas reagen SPT yang diproduksi.
Protokol penelitian ini telah disetujui oleh Komisi
Etik Penelitian Fakultas Kesehatan Masyarakat
Universitas Diponegoro No. 190/EC/FKM/2014.

BAHAN DAN METODE

BAHAN. Udang jerbung (Penaeus merquiensis),
amonium persulfat (APS), metanol, asam fosfat,
asam asetat glasial, tween®-20 (Sigma-Aldrich),
N,N,N’,N -tetramethyl-ethane- 1,2-diamine (TEMED,
Sigma-Aldrich), tris (MP Biomedical LLC), sodium
dodecyl sulphate (SDS, Sigma-Aldrich ), bovine
serum albumin (BSA, Sigma-Aldrich), akrilamid
(MP Biomedical LLC), glisin (MP Biomedical LLC),
tris- buffer saline (TBS ,Sigma-Aldrich), phosphate
buffer saline (PBS), coomasie brilliant blue G-250
(MP Biomedical LLC), antibodi anti IgE manusia
berlabel enzim HRP (HRP conjugated monoclonal
mouse anti-human IgE, horseradish peroxydase
ICL), substrat 3,3",5,5"-tetramethylbenzidine (TMB,
Sigma-Aldrich), membran polyvinylidene difluoride
(PVDF, Biorad), aprotinin (inhibitor protease, Sigma-
Aldrich), N,N-metilen-bisakrilamid (Vivantis), low
molecular weight protein marker (LMW, Fermentas®
dan 3,3’-diaminobenzidin (DAB, BioRad, USA),
baird-parjer agar (BPA), brain heart infusion broth
(BHIB), plasma koagulasi kelinci, agar dichloran rose
bengal chloramphenicol (DRBC), agar dichloran 18%
gliserol (DG 18), digesti pankreas kasein P dan digesti
papaik tepung kedelai.

Alat. Sentrifuse eppendorf 5417C, elektroforesis
mini protean I Biorad USA, ELISA reader Multiskan
EX Labsystem, micro-plate (Nunc-Immuno Plate,
Maxisorp, Inter Med, Denmark), spektrofotometer
UV-VIS (Parkin Elmer, tipe Lamda 25), mini transblot
system (BioRad, USA), sonikator (sonic vibra-cell),

METODE. Ekstraksi Protein Udang Jerbung
Udang jerbung diperoleh langsung dari nelayan pada
Tempat Pelelangan lkan (TPI), Pelabuhan Ratu,
Sukabumi, Jawa Barat, kemudian disimpan di dalam
cool box berisi es. Uji proksimat bahan baku meliputi
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kadar protein, lemak, air dan abu. Sebanyak 1 g
daging udang bersih dihomogenisasi selama 3 menit
dengan 10 mL larutan PBS pH 7,5 dengan kekuatan
ion [=0,5 dan 0,02 mL aprotinin (inhibitor protease).
Suspensi disentrifugasi pada kecepatan 5000 x g, 4 °C
selama 15 menit. Endapan dilarutkan lagi dengan 10
mL dapar fosfat pH 7,5, kekuatan ion 0,5, selanjutnya
disentrifugasi dengan kecepatan 5000 x g, 4 °C,
selama 15 menit. Supernatan dari dua kali ekstraksi
digabungkan 9 dan dikeringkan dengan freeze dryer.
Kadar protein diukur dengan metode Bradford?.

Analisis Bobot Molekul dengan SDS-PAGE.
Sebanyak 0.1 g ekstrak protein udang jerbung
dilarutkan dengan 10 mL PBS pH 8,0 dengan
bantuan sonikator sebanyak 5 kali, masing-masing
1 menit, dengan kecepatan 20 kHz dan 220 V.
Selanjutnya disenstrifugasi selama 20 menit, 4 °C
dan 13.000 x g. Sebanyak 40 pL ekstrak protein
udang (1pg/pL) ditambah 10 pL dapar sampel yang
mengandung natrium dodesil sulfat (SDS, deterjen
anionik), basa tris pH 6,8 dan B-merkaptoetanol,
kemudian dipanaskan pada air mendidih selama
5 menit untuk mendenaturasi protein. Sebanyak
10 pL sampel diinjeksikan ke dalam sumur gel
akrilamida yang terdiri atas stacking gel 5% dan
separating gel 12%. Sebanyak 5 pL protein marker
LMW Fermentos® yang mengandung 7 jenis protein
digunakan sebagai standar. Marker LMW terdiri atas
protein B-galaktosidase (116 kDa), BSA (66,2 kDa),
ovalbumin (45 kDa), laktase dehidrogenase (35
kDa), Rease BSP 981 (25 kDa), B-laktoglobulin (18,4
kDa) dan lisozim (14,4 kDa). Peralatan SDS-PAGE
dijalankan pada sumber listrik 90 V selama 150 menit.
Gel diangkat dan diwarnai dengan pewarna coomasie
brilliant blue G-250 kemudian dibilas dengan air
suling. Ditambahkan penghilang warna (destaining
solution) sampai muncul pita berwarna biru pada gel
9 Berat molekul protein pada gel dianalisis dengan
software GelAnalyzer 2010a.

Persiapan Responden untuk Uji Tusuk Kulit.
Sebanyak 24 responden (subyek) relawan yang
menderita alergi makanan dan 16 subyek non alergi
makanan, umur 18-40 tahun diminta kesediaannya
untuk berpartisipasi pada penelitian ini. Setiap subyek
wajib mengisi formulir kesediaan (inform consent)
dan lembaran kuesioner yang telah disediakan. Semua
subyek mendapatkan penjelasan tentang manfaat
dan kemungkinan resiko yang mungkin terjadi saat
penelitian serta solusi yang ditawarkan. Keputusan
ikut atau keluar dari penelitian ini merupakan hak
subyek.

Persiapan Reagen untuk Uji Tusuk Kulit (SPT).
Sebanyak 0,2 g ekstrak protein udang dilarutkan
dengan 2 mL PBS pH 7,5, kemudian disonikasi setiap
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1 menit selama 5 menit dengan kecepatan 20 kHz dan
220V, disentrifugasi pada kecepatan 13.000 g selama
20 menit. Supernatan disaring dengan filter 0.22 um,
kemudian dianalisis kadar proteinnya dengan metode
Bradford dan profil proteinnya dengan SDS-PAGE.

Ekstrak protein udang diencerkan dengan 50%
gliserol-salin sehingga konsentrasi menjadi 1 mg/mL
sebanyak 1 mL dalam vial steril 5 mL1?. Pengerjaan
ini dilakukan pada ruang steril laminar air flow,
kemudian dilakukan uji mikrobiologis, kadar air sesuai
dengan Standardization of Allergen Extracts European
Pharmacopoeia Monograph on Allergen Products
(2010:1063) dan kadar histamin dengan HPLC (High-
performance liquid chromatography). Uji sterilitas
menggunakan media SCDA, uji mikrobilogi atau
kontaminasi mikroba meliputi: angka lempeng total,
uji cemaran Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, kapang dan khamir.

Pengambilan Darah Responden. Pengambilan
darah dilakukan oleh tenaga medis pada Klinik Alergi
dan Asma DR. Indrajana, Jakarta, dengan mengikuti
prosedur standar klinis. Darah diambil dari pembuluh
arteri brachialis sebanyak 10 mL, dimasukkan ke
dalam tabung glass tube plain 5 mL selanjutnya
didiamkan selama 1 jam, lalu disentrifugasi pada
kecepatan 1250 g, 4 °C selama 20 menit. Supernatan
merupakan serum (£5 mL) yang akan digunakan
untuk uji IgE total, IgE spesifik dan immunobloting.
Serum disimpan pada suhu -20 °C (1,

Pemeriksaan Uji Tusuk Kulit (SPT). SPT
dilakukan oleh dokter alergolog Klinik Alergi dan
Asma DR. Indrajana Jakarta terhadap 40 orang
subyek atau responden. Pertama kulit lengan bawah
bagian volar dibersihkan dengan menggunakan
alkohol 70%, kemudian bagian yang akan ditetesi
dengan ekstrak protein udang, kontrol negatif dan
kontrol positif ditandai dengan bolpoin. Larutan
histamin 1pg/plL digunakan sebagai kontrol positif
dan larutan saline 0,9% sebagai kontrol negatif.
Jarak tetes antara kontrol positif, kontrol negatif dan
sampel minimal 2 cm supaya larutan tidak saling
bercampur. Bagian kulit yang telah ditetesi dengan
kontrol positif, kontrol negatif dan sampel ditusuk
dengan jarum marrow brown 1 mm dengan pelan
dan kemiringan 45 ° menembus lapisan epidermis
tanpa menimbulkan pendarahan. Setelah 15-20 menit,
dibuat garis mengelilingi bentol (wheal) yang muncul
dengan bolpoin sesuai bentuk bentol. Bentuk bentol
ini dipindahkan ke kertas milimeter blok dengan cara
menempelkan selotip pada bentol. Ukur diameter
setiap bentol (wheal) dengan morrow brown needle.
Nilai pengukuran dinyatakan sebagai berikut: 0 bila
ukuran wheal sama dengan kontrol negatif (tidak
terbentuk wheal), +1 bila ukuran wheal 25-50%
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lebih besar dari kontrol negatif (<3 mm), +2 bila
ukuran wheal 50-75% lebih besar dari kontrol negatif
(3-5 mm), +3 bila ukuran wheal sama besar dengan
histamine (5-7 mm), +4 bila ukuran wheal 25-50%
lebih besar dari histamin dan >+4 bila ukuran bentol
lebih dari 50% lebih besar dari histamine!'?.

Penentuan IgE Total dan IgE Spesifik Serum
Responden. Untuk penentuan IgE total, sebanyak 100
pL serum yang telah diencerkan (1:10) dengan dapar
karbonat-bikarbonat 0,05 M, pH 9,6, ditambahkan pada
lempeng microplate 96 sumur, kemudian diinkubasi
selama 1 malam pada suhu 4 °C. Pencucian dilakukan
dengan larutan phosphat buffer saline-tween (PBST)
250 pL/sumur sebanyak 5 kali. Sebanyak 200 pL susu
skim 5% dalam PBST ditambahkan dan diinkubasi
selama 1 jam pada suhu 37 °C, dilanjutkan pencucian
sebanyak 5 kali dengan 250 pL PBST. Antibodi
HRP conjugated monoclonal mouse anti-human 1gE
(1:6.000) dalam PBST ditambahkan sebanyak 100
pL/sumur, berikutnya diinkubasi pada suhu 37 °C
selama 1 jam. Microplate dicuci dengan PBST (250
pL/sumur) sebanyak 5 kali, lalu ditambahkan substrat
TMB sebanyak 100 pL/sumur. Hasil positif ditandai
dengan timbulnya warna biru. Reaksi dihentikan
setelah 5 menit dengan menambahkan H,SO, 2 M
sebanyak 25 pl/sumur dan larutan akan berubah
warna menjadi kuning cerah. Optical density (OD)
diukur dengan menggunakan ELISA reader pada
panjang gelombang 450 nm %),

Hal yang sama dilakukan untuk menentukan IgE
spesifik dengan sedikit modifikasi yaitu, inkubasi
pertama pada lempeng microplate adalah ekstrak
protein udang jerbung sebanyak 100 pL (10 uL/mL).
Prosedur selanjutnya sama dengan penentuan IgE
total!: 19,
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Immunoblotting untuk Mendeteksi Protein
Alergen. Gel hasil elektroforesis SDS-PAGE
yang tidak diwarnai ditransfer ke membran
polyvinylidene difluoride (PVDF) selama 1,5 jam dan
90 V menggunakan peralatan transblotting. Membran
diblok dengan susu skim 5% dalam PBST selama 1 jam
sambil digoyang pada suhu kamar, dilanjutkan dengan
pencucian sebanyak 3 kali dengan PBST masing-
masing selama 5 menit. Selanjutnya, ditambahkan
serum penderita alergi yang telah diencerkan 1:10
dengan PBST. Inkubasi dilanjutkan selama satu
malam pada suhu 4 °C, kemudian dicuci dengan PBST
sebanyak 3 kali, masing-masing selama 5 menit.
Selanjutnya, antibodi HRP conjugated monoclonal
mouse anti-human IgE yang telah diencerkan 1:3.000
dicampurkan dengan PBST dan diinkubasi selama 1
jam sambil digoyang. Membran dicuci dengan PBST
sebanyak 3 kali masing-masing selama 5 menit dan
ditambah substrat DAB. Satu tablet DAB dilarutkan
dengan 10 mL larutan TBS pH 7,5. Hasil positif, bila
mata dapat melihat kompleks protein dengan serum
berupa pita berwarna coklat®.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Uji Proksimat Bahan Baku Udang Jerbung. Hasil
uji proksimat bahan baku udang jerbung adalah
sebagai berikut: protein 28%, lemak 4%, air 41%
dan abu 4%. Perolehan kembali protein hasil frezee
dryer sebesar 31,27g/100 g sampel. Ekstrak protein
diformulasi menjadi reagent SPT dengan larutan
gliserol salin mengandung fenol dan dikemas dalam
vial 5 mL steril. Standardization of Allergen Extracts
European Pharmacopoeia Monograph on Allergen
Products (2010:1063) mensyaratkan uji sterilitas dan

Tabel 1. Standar European Pharmacopoeia 7 Monograph on Allergen Product (2010: 1063) dan hasil analisis ekstrak alergen
atau reagent SPT udang jerbung.

European Pharmacopoeia 7

Hasil analis reagent SPT

No.
Parameter Persyaratan
1. Kadar air (%) Maksimum 5% untuk produk freeze-dried 67,33
dan boleh lebih dari 5% untuk produk cair
2. Kadar protein (ng/pl) 80-120% dari konsentrasi bahan (1 pg/uL) 1 pg/pl
3. Sterilitas Steril, jika tidak steril kemudian merujuk Steril
pada chapter 5.1.4. on European
Pharmacopoeia 7 01/2011:50104
4. Total plate count* Maksimal 10> CFU/g atau CFU/mL 0,00 £ 0,00
5. Staphylococcus aureus™ Tidak terdeteksi dalam 1g atau 1 mL 0,00 £ 0,00
6. Pseudomonas aeruginosa*  Tidak terdeteksi dalam 1g ataul mL 0,00 £ 0,00
7. Fungi* Mak 10" CFU/g atau CFU/mL 0,00 £ 0,00
8. Yeast* 0,00 + 0,00

*Berdasarkan European Pharmacopoeia 7 01/2011:50104.
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mikrobiologis reagent SPT sebelum digunakan pada  monodon) yang diisolasi dengan dapar karbonat
manusia. Hasil analisis sterilitas dan uji mikrobiologis =~ mengandung fenol tanpa inhibitor protease muncul
disajikan pada Tabel 1. pada kisaran berat molekul 30-80 kDa'¥). Hasil
Hasil uji sterilitas dan mikrobiologis menunjukkan  ini menunjukkan bahwa jenis udang dan metode
bahwa reagent SPT udang jerbung steril, bebas dari ekstraksi dengan dapar yang berbeda memberikan
kontaminan bakteri, jamur dan kapang. pola pita yang bervariasi. Metode ekstraksi protein
Kadar protein dengan metode Bradford sebesar 1,99  merupakan titik yang sangat penting pada reagent
pg/uL kemudian diencerkan menjadi 1 pg/pul dengan SPT karena konsentrasi baik alergen mayor ataupun
larutan PBS pH 7,5. Pola protein SDS-PAGE dengan alergen minor harus terwakilkan di dalam reagent ®.
volume injeksi yang berbeda disajikan pada Gambar 1. Reaktivitas SPT. Sebanyak 40 orang subyek
yang menyatakan menderita alergi makanan ketika
diwawancara pada saat seleksi subyek penelitian
J kemudian dikonfirmasi pernyataan ini dengan SPT.
b — Hasil SPT menunjukkan bahwa sebanyak 24 subyek
5

- -
12
(A) (B)

positif alergi udang jerbung dan 16 subyek negatif
atau tidak alergi terhadap protein udang jerbung.
- Ukuran diameter wheal (bentol) berkisar antara
5 sampai 22.5 mm dan nilai SPT paling tinggi
[J+4. Hasil pengukuran diameter wheal terhadap
keduapuluh empat subyek dinyatakan pada Tabel 2.

Umumnya subyek menyatakan menderita alergi

terhadap produk laut (70.8%) kacang-kacangan

. ) . telur). Hasil konfirmasi menunjukkan bahwa

S:‘:szg L;}sll-ll::ls:llr,si) Sigt(g;/l;:ui::itrigkf;(s)t;lgr;;::ssf)fe(gzlznf terdapat ketidakselara}san antara hasi.l SPT dengan
5uL merupakan protein marker). praduga subyek. Selain alergi udang jerbung, besar
kemungkinan subyek juga alergi terhadap makanan
Pemisahan pita protein pada lajur (lane) 2 berbatas ~ lain seperti pernyataan mereka sehingga perlu
lebih jelas dibandingkan dengan lajur 1 dan 3. Beberapa  dilakukan SPT dengan reagen lain.

(16.7%) dan lain-lain 12.5% (debu, dingin dan

pita pada lajur 1 bagian atas dan bawah (tanda panah) Jika seseorang memiliki riwayat alergi terhadap
tidak muncul sedangkan lajur 3 terjadi penumpukan  udang, tes alergi biasanya juga menunjukkan positif
beberapa pita (warna hitam yang tebal, tanda panah). terhadap kepiting, lobster, udang jenis lain, polen

Volume injeksi 10 uL pada lajur 2 memberikan pola  dan beberapa serbuk sari tanaman®. Molekul
pemisahan protein yang terbaik sehingga digunakan  protein suatu alergen mempunyai kemiripian atau
untuk menentukan berat molekul masing-masing pita ~ homologi asam amino penyusun dengan alergen
dengan menggunakan sofiware GelAnalyzer 2010a. dan  lain yang disebut dengan reaktivitas silang (cross-
hasilnya disajikan pada Gambar 2. reativity). Reaktivitas silang pada subyek alergi

Sebanyak 16 pita protein terdeteksi pada ekstrak serbuk sari tanaman juga terbukti alergi terhadap
protein udang jerbung degan berat molekul: 146, 101,  protein apel, melon, kentang dan wortel ". Ayuso
86, 70, 65, 53, 43, 40, 36, 31, 28, 27,22, 21, 18 dan et al. '” juga menyatakan bahwa hasil skuensing
17 kDa. Profil protein udang black tiger (Penaeus  asamamino alergen udang bersifat homolog dengan

w4 8 8 8 a aa . B 8adladamd] mm m m
2o l l 2 100 ¥+ ST e ¥
@ o W 33
c
L g e 8 9w
£ g £
2 3z
"5 s 1f0 150 a0 20 3 31 400 430 b0 &R0 eho 6% "CT s 180 130 200 280 360 330 460 430 B0 =80 800
Pixel Pixel
M A

Gambar 2. Hasil SDS-PAGE protein marker (M) dan ekstrak protein udang (A) setelah dianalisis dengan
software GelAnalyzer 2010a.
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Tabel 2. Hasil pengukuran diameter wheal (bentol) pada
kulit subyek penderita alergi makanan dengan reagent SPT
protein udang jerbung.

No. Kode subyek/ Jenis alergen = Ukuran  Kesim-
jeniskelamin/ praduga diameter  pulan
umur subyek wheal SPT
(wawancara) (mm)
1. 01/P/20 th Ikan tongkol 10 >+4
2 03/L/21 th Sea food 7 +4
3. 04/P/19 th Udang 6 +4
4 05/P/21 th Rajungan 6 +2
5. 06/P/20 th Ikan peda 5 +2
6. 07ppom  Kantongkol g )
ikan peda
7. 09/P/21 th Kepiting 10 >+4
8 15/pp0th  Nepiting 7 >+4
markisa
9. 17/P/22 th Udang 7 +1
10.  19pRlth  acane: 5 +2
kacangan
11. 23/L/20 th Seafood 8 +2
12. 27/P/20 th Udara 6 +3
13. 28/L/21 th Seafood 7 >+4
14. 29/P/18 th Debu 22.5 >+4
15. 31/P/17 th Telur 4 +1
16. 34/L/17 th Udang 8 >+4
17. 35/P/19 th Seafood 5 +2
18, 39/P/Isth  <orane 5 )
kacang tanah
19, 45ML00th  acang 5 -
kacangan
20. 48//P/19 th Cumi-cumi 10 >+4
21. 52/L/20 th Ikan tongkol 5 +2
22. 54/P/18 th Seafood 5 +2
23. 55/P/22 th Dingin 7.5 >+4
24, 59L20th  acang 5 )
tanah

epitop Pen al dari tungau, kecoa dan tropomiosin
dari lobster, diduga sebagai reaktivitas silang pada
subyek alergi udang, sehingga pada uji SPT dengan
alergen udang dinyatakan positif tetapi subyek tidak
merasa alergi udang. Sama halnya dengan tropomiosin
kelompok seafood, kelompok moluska dan krustasea
bersifat reaktivitas silang dengan arthropoda seperti
tungau debu atau kecoa'®.

Besarnya ukuran diameter wheal tidak
menunjukkan tingkat keparahan alergi sesorang.
Seseorang mengalami anafilaksis dengan alergen
hirup (inhalasi), padahal ukuran diameter bentol hanya
3 mm. Tetapi, sebaliknya, subyek alergi makanan
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dengan ukuran diameter wheal lebih besar dari 10
mm hanya mengalami reaksi alergi ringan dan bahkan
tidak menunjukkan reaksi alergi sama sekali'® .
Ini terbukti pada subyek No. 29 dengan diameter
bentol sebesar 22,5 mm tidak menunjukkan gejala
reaksi alergi, apalagi anafilaksis. Hasil wawancara
menunjukkan bahwa subyek No. 29 menderita alergi
terhadap debu, bukan alergi udang. Hasil penelitian Ta
et al.®” juga menunjukkan bahwa tidak ada korelasi
positif antara tingkat keparahan alergi dengan nilai
SPT. Nilai SPT udang jerbung bersifat relatif terhadap
kontrol negatif dan kontrol positif masing-masing
subyek, sehingga ukuran diameter wheal yang sama
belum tentu nilai positifnya sama.

IgE Total, IgE Spesifik dan Sensitivitas
Reagen SPT. Pengujian IgE total, IgE spesifik dan
immunobloting merupakan uji balik (konfirmasi) hasil
SPT. Uji IgE total dan IgE spesifik merupakan uji in
vitro menggunakan serum subyek. Analisis IgE total
dan IgE spesifik dikerjakan dengan teknik ELISA.
Konsentrasi IgE total dan IgE spesifik sebanding
dengan serapan yang terukur oleh ELISA reader,
dinyatakan sebagai perbandingan antara serapan
serum subyek alergi terhadap kontrol negatif. Nilai
positif dinyatakan apabila nilai serapan serum subyek
alergi lebih besar daripada serapan kontrol negatif,
ditambah dua kali standar deviasi. Apabila serapan
serum subyek lebih kecil daripada serapan kontrol
negatif ditambah dua kali standar deviasi, maka
dinyatakan negatif''?. Subyek yang positif SPT dan
positif IgE spesifik merupakan subyek yang peka
terhadap alergen udang®". Hasil pengukuran IgE total
dan IgE spesifik dinyatakan pada Tabel 3.

Immunoglobulin E (IgE) total dihasilkan tubuh
sebagai respon terhadap alergen dan parasit®>2?,
Jumlah IgE di dalam serum sangat sedikit, yaitu lebih
kurang 200 ng/mL pada orang dewasa non alergi dan
600 ng/mL atau lebih pada penderita alergi. Nilai
yang sangat kecil ini memerlukan teknik analisis
yang sensitif ??. Nilai IgE total tidak bisa digunakan
untuk menyatakan alergi atau tidaknya seseorang,
perlu uji lebih lanjut, yaitu menguji IgE spesifik. Nilai
IgE spesifik yang tinggi menunjukkan pengikatan
yang kuat antara IgE serum dengan protein alergen
tertentu secara spesifik. Hasil uji IgE spesifik bersifat
semikuantitatif, dimana sensitivitas metode tergantung
pada kualitas ekstrak alergen dan serum®. Hasil
pengukuran IgE spesifik subyek No.16 dinyatakan
positif, artinya serum subyek berikatan secara spesifik
dengan ekstrak protein udang jerbung, namun hasil
SPT negatif.

Umumnya, penelitian tentang alergen
menunjukkan hasil yang sejalan antara IgE spesifik
dengan SPT. Namun, ada beberapa penelitian yang
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Tabel 3. Hasil pengukuran IgE total, IgE spesifik dan SPT
subyek alergi udang jerbung.

No. Kode IgE IgE spesifik  Kesimpulan
subyek total udang SPT
jerbung
1. 01 + + +
2. 03 + + +
3. 04 + + +
4. 05 + + +
5. 06 + + +
6. 07 + + +
7. 09 + + +
8. 15 + + +
9. 16 + + 0
10. 17 + + +
1. 19 + + +
12. 23 + + +
13. 27 + + +
14. 28 + + +
15. 29 + + +
16. 34 + + +
17. 35 + + +
18. 39 + + +
19. 45 + + +
20. 48 + + +
21. 52 + + +
22. 54 + + +
23. 55 + + +
24. 59 + + +

Keterangan: +: positif, - dan 0: negatif, [gE: immunoglobulin E,
SPT: skin prick test.

menemukan hal yang tidak sama. Desjardins et al.*
menyatakan bahwa terjadi peningkatan IgE spesifik
udang dan kerang tanpa adanya reaksi yang nyata pada
kulit. Yang dkk.?) menyebutkan bahwa 2 di antara 7
subyek yang diprovokasi dengan udang menunjukkan
gejala alergi seperti angiodema, mual, gatal di sekitar
mulut, bersin dan kesulitan menelan, akan tetapi ketika
uji SPT hasilnya negatif dan IgE spesifik positif.
Korelasi positif antara SPT dengan IgE spesifik
menunjukkan sensitivitas dan akurasi dugaan negatif
reagent SPT yang tinggi (>90%), hanya saja spesifitas
dan dugaan positifnya rendah®?. Perbaikan teknik
ekstraksi, pemurnian dan rekombinan protein alergen
makanan banyak dilakukan untuk meningkatkan
sensitivitas, spesifitas dan reproduksibilitas uji
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alergi®®. Dari 24 subyek yang positif IgE spesifik, 23
subyek di antaranya positif SPT dan 1 subyek negatif
SPT. Sensitivitas reagen SPT didapatkan sebesar 95%,
dengan kesalahan negatif (negative error) sebesar
5%. Ini menunjukkan bahwa reagent udang jerbung
hasil esktraksi mempunyai sensitivitas yang tinggi.
Tidak ada perbedaan sensitivitas reagent udang hasil
ekstraksi laboratorium dengan reagent komersial®?.

IgE Total, IgE Spesifik dan Spesifitas Reagen
SPT. Hasil pengukuran IgE total, IgE spesifik pada
subyek non alergi udang jerbung dinyatakan pada
Tabel 4.

Uji IgE total terhadap 16 subyek non alergi udang
jerbung dinyatakan positif karena IgE total subyek
lebih tinggi dari kontrol negatif. Selain udang jerbung,
peningkatan IgE total serum juga disebabkan oleh
alergen lain, sebagai respon imun oleh parasit malaria,
amoeba usus®” >,

Dari Tabel 4 terlihat bahwa semua IgE spesifik sera
subyek lebih rendah dari kontrol sehingga dinyatakan
tidak alergi terhadap udang jerbung, namun subyek
dengan No. kode 31 dinyatakan negatif IgE spesifik
tetapi hasil SPT positif atau sebaliknya untuk subyek
No. kode 08. Ketidakselarasan antara hasil SPT
dengan IgE spesifik biasa terjadi. Hal yang sama juga

Tabel 4. IgE total, IgE spesifik dan SPT pada subyek tidak
alergi udang jerbung.

No. Kode IgE IgE SPT Kesim-
subyek total spesifik pulan
udang udang SPT
jerbung  jerbung

1. 02 + - 0 -

2. 08 + + 0 -

3. 18 + - 0 -

4. 21 + - 0 -
5. 24 + - 0 -

6. 25 + - 0 -

7. 30 + - 0 -

8. 31 + - +1 +
9. 36 + - 0 -
10. 37 + - 0 -
11. 38 + - 0 -
12. 46 + - 0 -
13. 47 + - 0 -
14. 56 + - 0 -
15. 57 + - 0 -
16. 66 + - 0 -

Keterangan: +: positif, - dan 0: negatif, IgE: immunoglobulin E,
SPT: skin prick test.
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Tabel 5. Sensitivitas dan spesifitas reagent ekstrak udang jerbung untuk skin prick test (SPT).

Ekstrak Alergi, positif SPT, Alergi, negatif SPT, Non alergi, Non-alergi,
Jumlah Jumlah positif SPT, negatif SPT,
(% sensitivitas) (% kesalahan negatif) Jumlah Jumlah
(% kesalahan positif) (% spesifitas)
Udang jerbung 23/ 24 (96) 1/24 (4) 1/16 (6) 15/16 (94)

ditemukan oleh Maleki et al.'” dimana subyek yang
mengalami anafilaksis terhadap udang ketika diuji IgE
spesifik dinyatakan negatif terhadap alergen kacang
tanah, akan tetapi uji SPT positif terhadap ekstrak
kacang tanah komersial maupun protein kacang tanah
hasil ekstraksi laboratorium.

Hasil perhitungan spesifitas reagen udang jerbung
didapatkan sebesar 94% dengan kesalahan positif
(positive error) 6%. Nilai ini menunjukkan bahwa
reagent SPT udang jerbung mempunyai spesifitas
tinggi dan dapat digunakan sebagai alternatif penganti
reagent komersial. Sensitivitas ekstrak alergen udang
Solenocera melantho pada 18 subyek alergi udang
bernilai 100% tetapi spesifitasnya 61%®®. Hasil
perhitungan sensitivitas dan spesifitas ekstrak alergen
udang jerbung pada uji SPT dinyatakan pada Tabel 5.

Protein Alergenik dengan Westernblotting
(Immunoblotting). Uji selanjutnya adalah
immunobloting, yaitu pengikatan IgE serum dengan
protein alergen secara spesifik pada kertas membran
PVDF. Hasil immunobloting menggambarkan berat
molekul protein yang bersifat alergenik (Gambar 3).

1 2 3 4 5 6 7 8 5 10 11

— 97kDa
— 66kDa

— 45kDa

—31kDa

— 21kDa

—14kDa

04 05 0609 15 17 19 28 48 54 M

Gambar 3. Profil molekul alergenik ekstrak udang jerbung
dari 10 serum subyek alergi (A) yang ditunjukkan oleh lane
(lajur) 1-10, lajur 11 adalah marker (M).

Sebanyak sepuluh serum yang diuji, sembilan
diantaranya mampu berikatan secara spesifik
(90%) dengan ekstrak protein udang jerbung pada
kisaran berat molekul 28 sampai 63 kDa (software
GelAnalyzer 2010a), sehingga dapat dikatakan
mokelul ini bersifat alergenik.

Secara rinci, berat molekul alergenik ekstrak udang
jerbung dan perkiraan jenis proteinnya ditampilkan
pada Tabel 6. Protein dengan berat molekul 35 kDa
dan 51 kDa merupakan alergen utama.

Tabel 6. Berat molekul protein alergenik ekstrak protein
udang jerbung dengan immunobloting setelah dianalisis
denagan software GelAnalyzer 2010a.

Berat molekul protein

SIZSS; alergenik (kDa) Protein dugaan
1 2 3 4
04 54 45 38 - Tropomiosin
05 53 43 38 - Tropomiosin
06 38 - - - Tropomiosin (35-38) kDa
09 37 - - - Tropomiosin (35-38) kDa

15 64 54 39 - Tropomiosin (39 kDa)
17 51 45 40 33

19 52 44 35 -

28 54 36 - -
48 26 - - -
54 - - o

Purbasari® menyatakan bahwa protein alergen
sarkoplasma udang jerbung berkisar antara 27-84
kDa, sedangkan untuk miofibril udang jerbung 15-107
kDa. Shabudin et al.®” menyebutkan bahwa alergen
utama pada ekstrak udang windu (Penaeus monodon)
adalah protein dengan berat molekul 36, 42, 49 dan
75 kDa dan alergen utama udang king prawn adalah
36, 42 dan 49 kDa. Beberapa literatur menyebutkan
alergen utama udang adalah protein tropomiosin yang
juga merupakan molekul utama penyebab reaktivitas
silang (cross-reactive) pada kelompok krustasea dan
moluska®!3?, Tropomiosin dari udang memiliki titik
isoelektrik sedikit asam, mengandung glikan dan
tidak memiliki residu sistein, larut air dan merupakan
protein yang tahan panas dengan berat molekul
berkisar 34-39 kDa®?.

SIMPULAN

Protein udang jerbung lokal dari perairan laut
Indonesia berpotensi dikembangkan sebagai reagent
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SPT untuk mendiagnosis penyakit alergi udang,
sehingga peluang mengunakan produk lokal Indonesia
menjadi lebih luas. Dengan demikian, diharapkan
semakin banyak penderita alergi yang melakukan uji
SPTdengan harga yang terjangkau. Reagent SPT dari
udang jerbung lokal diekstrak secara sederhana dan
hasil standardisasi dengan mengikuti aturan European
Pharmacopeia menghasilkan reagent SPT dengan
sensivitas dan spesifitas yang tinggi. Potensi sebagai
protein alergen diketahui pada protein dengan berat
molekul 28-63 kDa.
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