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KATA PENGANTAR

Syukur alhamdulillah senantiasa kami panjatkan kehadirat Allah SWT yang telah melimpahkan
rahmat dan karunia-Nya, sehingga kami dapat menerbitkan buletin Pengujian Mutu Obat Hewan
No.32 Tahun 2023. Kami juga mengucapkan terima kasih kepada semua penulis naskah dan
reviewer buletin ini yang telah bekerja keras untuk dapat menyelesaikan buletin ini tepat waktu.

Pada buletin kali ini kami hadirkan artikei-artikel ilmiah dari hasil-hasil kegiatan Pengkajian dan
Pemantauan Mutu Obat Hewan Balai Besar Pengujian Mutu dan Sertifikasi Obat Hewan (BBPMSOH)
serta Monitoring dan Evaluasi Pascavaksinasi Penyakit Mulut dan Kuku (PMK). Buletin terbitan
kali ini membahas terkait pemantauan mutu obat hewan dalam rangka mendukung gratieks, kajian
korelasi antara angka uji kelembaban terhadap kandungan virus vaksin aktif. Selain artikel terkait
validasi metode uji sebagai bagian dari jaminan hasil pengujian mutu obat hewan.

Dalam edisi ini kami juga mengangkat isu dunia terkait dengan resistensi antimikroba atau
Antimicrobial Resistence (AMR). BBPMSOH sebagai institusi yang diamanatkan untuk melaksanakan
penjaminan mutu obat hewan dan bertanggung jawab terhadap keamanan dan efektifitas mutu
obat hewan yang beredar di Indonesia, berkomitmen untuk selalu memberikan perhatian dalam
mencegah terjadinya AMR. Hal ini terbukti dengan beberapa kegiatan-kegiatan Pengkajian dan
Pemantauan yang diarahkan dalam mendukung pencegahan penyebaran AMR. Artikel yang dimuat
didalam buletin terkait hal tersebut adalah Kajian Aspek Keamanan pada Sampel Obat Hewan
Probiotik yang Mengandung Bakteri Enterococcus.

Kami berharap dengan terbitnya buletin ini dapat memberikan kontribusi bagi perkembangan
iimu pengetahuan, khususnya yang terkait dengan pengujian mutu obat hewan. Semoga Buletin
Pengujian Mutu Obat Hewan ini dapat terus berkreasi untuk menerbitkan artikel-artikel iimiah yang
lebih informatif dan dapat memajukan dunia kesehatan hewan pada umumnya dan bidang obat
hewan khususnya. Kami mengharapkan kritik dan saran yang membangun bagi penyempurnaan
Buletin Pengujian Mutu Obat Hewan edisi berikutnya.

Bogor, Agustus 2023
Pimpinan Redaksi
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KATA SAMBUTAN

Dalam beberapatahun terakhir Indonesia menghadapi serangan berbagai penyakithewan menular
seperti African Swine Fever (ASF), Penyakit Mulut dan Kuku (PMK), dan Lumpy Skin Disease (LSD)
yang berdampak pada masalah kesehatan hewan maupun stabilitas ekonomi. Berbagai macam
cara telah dilakukan pemerintah untuk mengendalikan penyakit hewan menular tersebut dengan
meningkatkan sistem biosekuritas di peternakan, perbatasan, dan lalu lintas ternak, pengobatan,
edukasi kepada masyarakat, hingga program vaksinasi. Balai Besar Pengujian Mutu dan Sertifikasi
Obat Hewan (BBPMSOH) ikut berperan penting dalam membantu pemerintah mengendalikan
penyakit hewan menular, dengan menjamin mutu obat hewan yang beredar di Indonesia, sehingga
obat hewan yang digunakan memiliki efektifitas dalam mencegah dan mengobati penyakit.

Pada perjalanannya BBPMSOH telah menjadi laboratorium rujukan untuk pengujian mutu
vaksin hewan tingkat ASEAN sejak tahun 1998. Pengakuan sebagai laboratorium rujukan untuk
pengujian mutu vaksin di tingkat ASEAN yang terbaru ditetapkan pada pertemuan ASEAN Minister
on Agricuiture and Forestry (AMAF) pada November 2020 dengan dikeluarkannya sertifikat ASEAN
Recognition of Reference Laboratories for Animal Vaccine Testing.

Untuk mendukung salah satu tugas dan fungsinya, BBPMSOH melaksanakan pemantauan
dan pengkajian mutu obat hewan yang bertujuan untuk memantau mutu obat hewan yang beredar
{postmarket) dan mengkaji efek samping obat di lapangan (farmakovigilens). Hasil monitoring dan
kajian tersebut perlu didiseminasikan kepada masyarakat luas umumnya serta masyarakat veteriner
pada khususnya. Oleh karena itu Buletin Pengujian Mutu Obat Hewan hadir sebagai media untuk
penyebarluasan informasi dan Karya Tulis limiah (KTl) yang diharapkan dapat memberi manfaat
bagi Kesehatan hewan.

Bogor, Agustus 2023
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MONITORING DAN EVALUASI PASCAVAKSINASI PENYAKIT MULUT DAN KUKU (PMK)
TAHUN 2022

"Muhammad Zahid*, 2lrma Rahayuningtyas, 2Ramlah, 2Nur Khusni Hidayanto, 2Rahajeng Setiawaty, 'Emilia,
"Ketut Karuni Nyanakumari Natih , 'Lilis Sri Astuti

'Pelayanan Sertifikasi Pengembangan Mutu dan Kerjasama
2Unit Uji Virologi

Balai Besar Pengujian Mutu dan Sertifikasi Obat Hewan, Gunungsindur-Bogor, 16340
‘email: zahid.achmad@gmail.com

ABSTRAK

Penyakit mulut dan kuku (PMK) adalah penyakit virus yang sangat menular pada hewan, umumnya
menjangkiti hewan berkuku belah/genap, termasuk sapi, kerbau, unta, domba, kambing, rusa, dan babi.
Penyakit ini kembali muncul di Indonesia dan pertama kali teridentifikasi di daerah sekitar pinggiran utara dan
barat Surabaya, Provinsi Jawa Timur pada April 2022. Program monitoring dan evaluasi pascavaksinasi PMK
bertujuan untuk memastikan efektivitas dari vaksinasi individu dan membentuk kekebalan kelompok terhadap
virus PMK. Serum pascavaksinasi PMK diperoleh dari 24 provinsi terdampak PMK, meliputi 66 lokasi sampling
dengan minimal 73 sampel untuk masing-masing lokasi. Total sampel yang diperoleh sebanyak 5.119 sampel
(110,80%) dari target 5.160 sampel.  Hasil pengujian serologik dengan Metode ELISA SP (protein struktural)
terhadap serum yang diperoleh menunjukkan bahwa rata-rata 97,20% hewan target (sapi) yang divaksin PMK
memberikan respon pembentukan antibodi (positif) terhadap virus PMK, sebanyak 2,21% tidak terbentuk
antibodi (negatif), dan dubius sebesar 0,59% dari 66 lokasi sampling tersebut. Bahkan ada 19 dari 66
kabupaten/kota (28,80%) yang diperoleh serumnya menunjukkan 100% terbentuknya antibodi terhadap virus
PMK. Penerapan rantai dingin, secara keseluruhan Unit Pelaksana Teknis (UPT) yang membidangi peternakan
dan kesehatan hewan telah menerapkan rantai dingin untuk penyimpanan dan pendistribusian vaksin PMK di
lapangan, dimana sebagian besar vaksinator telah mendapatkan pelatihan, vaksinator menggunakan coolbox
dan perlengkapannya dalam melaksanakan vaksinasi, lemari pendingin sudah dilengkapi dengan termometer/
termostat, dan adanya pencatatan suhu didalam lemari pendingin secara rutin. Selain program vaksinasi PMK,
penerapan biosekuritas di peternakan, mengatur lalu lintas ternak, pengobatan, surveilans, dan pengujian
merupakan parameter keberhasilan dalam mengendalikan PMK dan membantu Indonesia Bebas PMK Tahun
2035.

Kata kunci: penyakit mulut dan kuku (PMK), vaksinasi, rantai dingin

ABSTRACT

Foot and mouth disease (FMD) is a highly contagious viral disease of animals, generally infecting even
hoofed animals, including cattle, buffalo, camels, sheep, goats, deer and pigs. This disease has re-emerged in
Indonesia and was first identified in the area around the northern and western outskirts of Surabaya, East Java
Province in April 2022. The post-vaccination monitoring and evaluation program for foot and mouth disease
(FMD) aims to ensure the effectiveness of individual vaccination and develop herd immunity against the FMD
virus and ensure that the FMD virus circulating in Indonesia matches the strain/serotype of the virus used to
produce the FMD vaccine, namely serotype O. FMD post-vaccination serum was obtained from 24 provinces
affected FMD, covering 66 sampling locations with a minimum of 73 samples for each location. The total
samples obtained were 5,119 samples (110.80%) from a target of 5,160 samples. The results of serological
testing using the SP ELISA method (structural protein) on the serum obtained showed that on average 97.20%
of target animals (cows) vaccinated exhibited antibody response to the FMD virus (positive) against FMD virus,
2.21% of serum did not develop antibodies (negative) and 0.59% of serum resulted doubt from 66 sampling
locations. In fact, there were 19 out of 66 regencies/cities (28.80%) whose serum showed 100% antibody
development against FMD virus. For the cold chain implementation, in general technical implementation units
(UPT) which in charge of livestock and animal health division have implemented a cold chain for storing
and distributing FMD vaccines in the field, where most of the vaccinators have received training, vaccinators
use cool boxes and equipment in carrying out vaccinations, refrigerators or cool rooms are equipped with a
thermometer/thermostat and there is a record of temperature in the refrigerator on a regular basis. In addition
to the FMD vaccination program, implementing biosecurity on farms, managing livestock traffic, treatment,
surveillance, and testing are parameters contributed for success in controlling FMD and helping Indonesia be
FMD-free by 2035.

Keywords: foot and mouth disease (FMD), vaccination, cold chain
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A. Pendahuluan
1. Latar Belakang

Penyakit mulut dan kuku (PMK) adalah
penyakit virus yang sangat menular pada
hewan, umumnya menjangkiti hewan berkuku
belah/genap, termasuk sapi, kerbau, unta,
domba, kambing, rusa, dan babi. Penyakit ini
ditemukan di banyak belahan dunia, dan telah
dilaporkan di negara-negara di Afrika, Timur
Tengah, Asia dan Amerika Selatan (FAO 2012
dan OIE 2022). Virus PMK termasuk dalam
genus Aphthovirus dari famili Picornaviridae,
merupakan virus RNA untai tunggal tanpa
amplop, terdiri dari tujuh serotipe yaitu: A, O, C,
Asia1, SAT1, SAT2, dan SAT3 (Syed M Jamal &
Graham J Belsham, 2013). Virus ini menyebar
dengan cepat antar hewan dan diekskresikan
dalam napas, air liur, lendir, susu dan feses.
Virus dapat dikeluarkan oleh hewan hingga
empat hari sebelum gejala klinis muncul. Hewan
dapat terinfeksi melalui inhalasi, konsumsi, dan
kontak langsung.

Selain berdampak pada kesehatan hewan,
kerugian paling signifikan dari penyakit ini
adalah kerugian ekonomi, dengan menurunnya
produktifitas  perternakan,
terganggunya perdagangan
produknya baik regional maupun internasional,

mengakibatkan
ternak  dan

sehingga menyebabkan terbatasnya suplai dan
konsumsi pangan dunia (Morgan dan Prakash
2006; OIE 2022, FAO 2012; Knight-Jones and
Rushton 2013). Sebagai contoh wabah PMK
di Inggris pada tahun 2001 berdampak pada
kerugian ekonomi negara tersebut sekitar
£7 miliar (Thompson et al. 2002). Dengan
alasan ini, badan kesehatan dunia (World
Health  Organization/WHO),
PMK didalam daftar A penyakit hewan, karena
membatasi negara-negara terdampak PMK
mengakses pasar ekspor pangan internasional
(Leforban 1999).

PMK pertama kali terjadi di Indonesia

menempatkan

(Malang) pada tahun 1887 lewat impor sapi
perah dari Belanda, yang kemudian menyebar
ke berbagai wilayah di Indonesia, seperti pulau
Jawa, Bali, Nusa Tenggara Timur, Sumatera,
Sulawesi, dan Kalimantan (Adjid, A.RM.,
2020). Wabah PMK terakhir ada di Pulau
Jawa pada tahun 1983 dan pemberantasannya
melalui program vaksinasi massal. Indonesia
dinyatakan bebas PMK pada tahun 1986
dengan diterbitkannya Surat Keputusan
Menteri Pertanian No.260/Kpts/TN.510/5/1986.
Selanjutnya pada tahun 1990, Organisasi
Kesehatan Hewan Dunia (World Organization
Health/WOAH) atau dulunya
bernama OIE memberikan pengakuan status

for Animal

bebas PMK di Indonesia sebagaimana yang
tercantum dalam resolusi OIE nomor XI tahun
1990 (Widhi Luthfi, 2020). Pada tahun 2013
pemerintah Indonesia menetapkan bahwa PMK
merupakan penyakit hewan menular strategis
(PHMS) yang harus diwaspadai dan dicegah.
Selanjutnya Indonesia masih dinyatakan
bebas PMK dan tanpa program vaksinasi yang
diputuskan dengan Resolusi OIE nomor XV
tahun 2019 (OIE 2019). Namun di tahun 2022
Kementerian Pertanian Rl telah melaporkan
wabah PMK serotipe O di dua provinsi di pulau
Sumatera dan Jawa. Wabah PMK terakhir yang
dilaporkan di Indonesia pada tahun 1983 (OIE,
2022).

Dugaan wabah PMK pertama terjadi
pada sapi di daerah yang terletak di utara dan
pinggiran barat Surabaya Provinsi Jawa Timur,
dan penyakit dilaporkan pada 28 April 2022.
Selanjutnya kasus PMK dilaporkan pada 1 Mei
dan 3 Mei 2022 (OIE, 2022). Kasus klinis awal
didiagnosis sebagai demam bovine ephemeral,
dimana penyakit tidak berhasil diobati serta
terjadinya kematian. Dari hasil pengamatan
klinis diduga sapi tersebut terinfeksi virus
PMK. OIE memprediksi bahwa virus PMK telah

menyebar pada sapi di Jawa sejak pertengahan
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April (OIE, 2022). Diagnosis dilaporkan ke OIE
pada 9 Mei 2022, kemudian sampel swab
virus PMK dikirim ke The Pirbright Institute
di Inggris yang merupakan laboratorium
referensi dunia OIE dan FAO untuk PMK untuk
dilakukan karakterisasi virus. Hasil laboratorium
mengkonfirmasikan virus PMK dengan serotipe
O (garis keturunan O/ME-SA/Ind-2001e).
Berdasarkan amanat Undang-Undang
Nomor 18 Tahun 2009 jo. Undang-Undang
Nomor 41 Tahun 2014 tentang Peternakan
dan Kesehatan Hewan, setiap obat hewan
yang beredar di Indonesia harus memiliki
nomor registrasi melalui proses pendaftaran,
pengujian dan sertifikasi. Balai Besar Pengujian

Pool 1 0, & Asat)
Fopl2 o A sa v
Poodd (0, A Asa 1}
Fool 4 o & sar, 5
Pool 5o a sam s
PoolS matiz®
Fool? [,

BERHRE

Mutu dan Sertifikasi Obat Hewan (BBPMSOH)
merupakan Unit (UPT)
Direktorat Jenderal Peternakan dan Kesehatan

Pelaksana Teknis

Hewan yang mempunyai tugas pokok dan
fungsi (tupoksi) sebagai laboratorium yang
melaksanakan pengujian mutu dan keamanan
obat hewan dalam rangka registrasi dan
sertifikasi. Monitoring dan evaluasi serum
pascavaksinasi PMK merupakan salah satu
parameter untuk untuk uji vaksin (uji potensi)
untuk menjamin bahwa vaksin PMKmemberikan
kekebalan terhadap hewan target yang divaksin.
Pengujian terhadap serum tersebut diperlukan

untuk memastikan efektivitas dari vaksinasi
individu dan membentuk kekebalan kelompok
terhadap virus PMK

Gambar 1. Distribusi secara geografis dari 7 Pool virus penyakit PMK di dunia (Syed M. Jamal

& Graham J Belsham, 2013)

2. Maksud, Tujuan, dan Manfaat

a. Maksud
Untuk melaksanakan kegiatan monitoring
dan evaluasi efektivitas pascavaksinasi
PMK tahun anggaran 2022 di 24 provinsi
tertular/terdampak pada sapi perah/potong
usia minimal 6 (enam) bulan yang telah
divaksinasi PMK kedua (full dose).

b. Tujuan
Tujuan kegiatan monitoring dan evaluasi
efektivitas pascavaksinasi penyakit mulut
dan kuku (PMK) tahun anggaran 2022
adalah sebagai berikut:
- Terkumpulnya data dan informasi terkait
monitoring dan evaluasi efektivitas
program vaksinasi PMK di provinsi/

kabupaten/kota;
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Terkumpulnya data rantai dingin vaksin
PMK di provinsi/kabupaten/kota yang
telah melaksanakan vaksinasi;

c. Manfaat

Manfaat yang diperoleh dari
monitoring

kegiatan

dan evaluasi efektivitas

pascavaksinasi PMK tahun anggaran 2022
adalah sebagai berikut:

Terjaminnya mutu  vaksin  PMK
yang beredar di 24 provinsi tertular/
terdampak;

Diperolehnya kekebalan penyakit PMK
pada hewan target (sapi);
Terkendalinya penyebaran penyakit
PMK pada daerah bebas PMK di
Indonesia

Perbaikan dan pemulihan ekonomi

dengan dibukanya kembali lalu lintas,

perdagangan dan pengiriman hewan
ternak sapi antar wilayah di Indonesia.
Mempercepat Indonesia mendapatkan
kembali status bebas PMK dari OIE
(World Organization for Animal Health).

B. Materi dan Metode

1.

Materi
Bahan yang diperlukan untuk
pengambilan serum pascavaksinasi

dilaksanakan pada
lokasi adalah sebagai berikut:
Bahan dan alat yang digunakan untuk

masing-masing

pengujian serum pascavaksinasi dan

karakterisasi virus PMK, yaitu:

- Kit ELISA SP (Structural Protein) dan
NSP (Non-Structural Protein)

- Biological Safety Cabinet (BSC) IIA2

- ELISA reader

No Nama Bahan Jumlah
1 Tabung Venoject 100 buah
2 Jarum Venoject (Vacutainer needle) 100 buah
3 Holder 2 buah
4 Cryotube steril 100 buah
5 Kapas 1 bungkus
6 Alkohol 70% 1 botol
7 Botol spray 1 buah
8 Disinfektan 1 bungkus
9 Plastik biohazard 2 lembar
10 Plastik tahan panas 2 kg 10 lembar
11 Plastik tahan panas 5 kg 10 lembar
12 Baju Hazmat 3 buah
13 Spidol permanent OPF 1 buah
14 Glove nitrile powder free Ukuran L 10 pasang
15 Glove nitrile powder free Ukuran M 10 pasang
16 Glove nitrile powder free Ukuran S 10 pasang
17 Masker 10 buah
18 Cryobox 1 buah
19 Parafilm secukupnya
20 Pipet Pasteur steril 3 mL 100 buah
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2. Metode
a. Pemilihan Metode/Desain Sampling
Metode dan desain sampling kegiatan
pengambilan sampel serum berdasarkan
Petunjuk Teknis Monitoring dan Evaluasi Pasca
Program Vaksinasi PMK sesuai Surat Edaran
Direktur Jenderal Peternakan dan Kesehatan
Hewan Nomor: 9677/SE/PK.310/F/09/2022.
Metode yang digunakan adalah Multistage
Random Cluster Sampling dengan tahapan
Probability Proportional to Size (PPS), yaitu
pemilihan secara acak dengan probabilitas
pemilihan dari masing-masing unit disesuaikan
dengan jumlah populasi ternak dalam unit
tersebut, antara lain sample size terkecil dimana
tiap desa sampling dipilih 73 ekor sapi secara
acak sederhana.
b. Target Sampel

- Target lokasi adalah dinas provinsi/kab/
kota yang melaksanakan fungsi bidang
peternakan dan kesehatan hewan
kabupaten/kota, UPT Perbibitan, UPTD
Lab provinsi/kab/kota, BBVet/BVet
dari 24 provinsi tertular di Indonesia
yang sudah melaksanakan vaksinasi
PMK kedua yang meliputi Jawa Timur,
Jawa Tengah, Bali, Nusa Tenggara
Barat, Jawa Barat, Lampung, Sumatera
Selatan. Riau, Kalimantan Selatan.
Sumatera Utara, Jambi, Aceh, Sumatera
Barat, Sulawesi Selatan, Kalimantan
Barat, Bengkulu, Kalimantan Tengah,
DI Yogyakarta, Bangka Belitung,
Kalimantan Timur, Banten, DKI Jakarta,
Kepulauan Riau dan Sulawesi Barat.

- Target hewan adalah sapi potong/
perah umur minimal 6 bulan dan sudah
mendapatkan vaksinasi dosis kedua
(full dose).

- Ternak sapi potong/perah yang diambil
sampel serum adalah milik masyarakat
atau UPTD perbibitan daerah/pusat.

- Sampel darah diambil 1 — 3 bulan
pascavaksinasi kedua

- Volume sampel serum yang dibutuhkan
minimal 2 mL per tube.

- Sampel serum untuk uji ELISA disimpan
di dalam kulkas/lemari pendingin (2-8
°C) sebelum diambil oleh petugas dari
BBPMSOH maksimal 1 minggu setelah
pemisahan serum

- Data perolehan sampel serum diinput
ke ISIKHNAS dengan nomor BAST
monitoring pascavaksinasi PMK oleh

petugas pengambil sampel.

c. Tahapan Kegiatan

- Koordinasi dengan dinas provinsi/
kabupaten/kota yang membidangi
fungsi peternakan dan kesehatan
hewan, UPT Perbibitan, UPTD Lab
provinsi’kabupaten/kota, BBVet/BVet
dari 24 provinsi tertular PMK mengenai
lokasi, jumlah sampel, dan jadwal
sampling;

- Pendataan realisasi vaksinasi di 24
provinsi tertular/terdampak PMK yang
diperoleh dari website crisis centre
PMK;

- Pengambilan sampel atau sampling di
24 provinsi tertular/terdampak PMK;

- Pengujian dan analisis sampel serum
PMK dengan metode ELISA SP;

- Pelaporan dan pengiriman hasil
uji serum PMK ke masing-masing
dinas provinsi/kabupaten/kota yang

membidangi fungsi peternakan dan
kesehatan hewan kabupaten/kota,
UPT Perbibitan, UPTD Lab provinsi/
kab/kota, BBVet/BVet dari 24 provinsi
tertular PMK.

C. Hasil dan Pembahasan

1. Pengujian Serum Pascavaksinasi PMK
Telah

pascavaksinasi PMK di 24 provinsi terdampak

dilakukan pengambilan serum
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PMK di dinas provinsi/kabupaten/kota yang
membidangi fungsi peternakan dan kesehatan
hewan, termasuk UPT di bawah Direktorat
Jenderal Peternakan dan Kesehatan Hewan
(Ditjien PKH) dan Perbibitan,

Target total serum pascavaksinasi PMK
berjumlah 5.119 sampel dengan total realisasi
sebanyak 5.160 sampel atau realisasinya
adalah 110,80%, yang diperoleh dari total 66
kabupaten/kota pada 24 provinsi (Tabel 1).
Berdasarkan SE Direktur Jenderal Peternakan
dan Kesehatan Hewan Nomor: 9677/SE/
PK.310/F/09/2022 mengenai Petunjuk Teknis
Monitoring dan Pasca Program
Vaksinasi PMK dengan metode Multistage
Random Cluster Sampling dan Probability

Evaluasi

Proportional to Size (PPS) diperoleh sample
size terkecil ada 73 sampel per desa.

Terdapat enam dari 24 provinsi dengan
target lebih dari 73 sampel per lokasi, yaitu
Provinsi Jawa Timur, Jawa Tengah, Bali, Nusa
Tenggara Barat, Lampung dan Jawa Barat,
masing-masing sejumlah 876, 438, 365,
301, 292, dan 365 sampel. Provinsi-provinsi
tersebut dipilih karena memiliki populasi sapi
terbanyak di antara provinsi lain di Indonesia
demikian juga dengan alokasi vaksin PMK,
salah satu contoh adalah Provinsi Jawa Timur
yang merupakan sentra sapi di Indonesia, dari
provinsi ini diperoleh sampel serum terbanyak
dengan jumlah876 sampel, yang berasal dari
12 Kabupaten/Kota.

Secara keseluruhan sampel serum
pascavaksinasi telah memenuhi target yaitu 16
dari 40 lokasi sampling dengan persentase40%
yang melebihi dari 73 sampel serum per desa,
baik yang diperoleh dari 24 dinas provinsi/
kabupaten/kota yang membidangi fungsi
peternakan dan kesehatan hewan, termasuk
UPT di bawah Ditjen PKH. Realisasi sampel
tertinggi berasal dari UPT Eyaitu sebanyak

98 dari 73 sampel atau sebesar 134,24%.

Sementara hanya ada 1 lokasi atau 2,5%
dimana jumlah sampelnya kurang dari target,
yaitu hanya 45 sampel serum yang diperoleh
dari UPT N(Tabel 1). Hal ini disebabkan karena
kurangnya waktu dibandingkan dengan target
pengambilan sampel.

Realisasi hasil uji terhadap realisasi sampel
serum, diperoleh hasil bahwa 100% serum telah
diuji (Tabel 1). Pengujian serum pascavaksinasi
PMK dilakukan di Unit Uji Virologi dengan
menggunakan metode ELISA SP untuk melihat
adanya respon kekebalan yang terbentuk
dari vaksinasi PMK. Sebagian besar provinsi/
kabupaten/kota dan UPT di bawah Ditjen PKH
menggunakan vaksin A untuk melaksakan
vaksinasi PMK pertama dan kedua (full dose).
Vaksin
Kementerian Pertanian yang didistribusikan ke
24 provinsi terdampak PMK.

Hasil pengujian serologik dengan metode

tersebut merupakan bantuan dari

ELISA SP terhadap serum yang diperoleh di
Dinas yang membidangi fungsi peternakan
dan kesehatan hewan dan UPT Ditjen PKH
menunjukkan bahwa rata-rata 97,20% hewan
target (sapi) yang divaksin PMK memberikan
respon pembentukan antibodi (positif) terhadap
virus PMK dan 2,21% menunjukkan respon
negatif atau tidak terbentuk antibodi, dan hasil
dubius sebanyak 0,59%. Bahkan ada 19 dari
66 kabupaten/kota (28,80%) yang diperoleh
serumnya menunjukkan 100% terbentuknya
antibodi terhadap virus PMK. Namun, ada
beberapa daerah yang menggunakan vaksin
PMK yang berbeda untuk vaksin pertama
dan kedua, ini dapat dilihat dari Tabel 2. Ada
lima kabupaten di Provinsi Jawa Timur, yaitu
Sampang,
dan Bojonegoro, Kabupaten/
Kota Lombok Barat dan Lombok Tengah,
Provinsi Nusa Tenggara Barat, dan Kabupaten/

Magetan, Lamongan, Jombang,

termasuk di

Kota Cilacap di Provinsi Jawa Tengah, yang
menggunakan vaksin PMK B, pada vaksinasi
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kedua. Jika dilihat dari hasil uji secara serologik
dengan metode ELISA SP didapatkan hasil
bahwa penggunaan vaksin yang berbeda
memberikan respon yang sama pada
pembentukan antibodi terhadap virus PMK,
dimana uji ELISA menunjukkan hasil positif
dengan rerata 97,81% antibodi yang terbentuk
dan sebanyak 2,19% tidak terbentuk antibodi.
Terbentuknya 100% hasil positif antibodi pada

sapi yang divaksin dengan vaksin PMK A dan
vaksin PMK B di lokasi sampling Kabupaten
Jombang Provinsi Jawa Timur menunjukkan
bahwa penggunaan merek vaksin yang berbeda
namun memiliki kandungan serotipe virus yang
sama tetap memberikan respon positif terhadap
pembentukan antibodi terhadap virus PMK
pada ternak sapi.

Tabel 1. Realisasi dan Hasil Uji Sampel Serum Pascavaksinasi PMK

*Jumlah Sampel

Hasil Uji ELISA SP

No Provinsi
T R R (%) + (%) -(%) D (%)

1 Jawa Timur 876 876 100 B o 0-17,81%  0-1,37%
2 Jawa Tengah 438 445 104,11 96-98,63 0-2,74 0-1,37

Bali 365 365 100 97,26-100 0-2,82 0-
4 GusaTenggara 301 301 100 Sbop 132667 0
5 Lampung 365 369 100-102,74 95,89-100 0-4,11 0-4,11
6 Jawa Barat 292 295 100-102,74 97,33-100 0-1,37 0-1,33
7 Sumatera Selatan 73 73 100 98,63 0 1,33
8 Riau 73 73 100 91,78 6,85 1,37
9 Kalimantan Selatan 73 73 100 97,26 2,74 0
10 Sumatera Utara 73 78 106,85 87,18 12,82 0
11 Jambi 73 74 101,37 90,54 9,46 0
12 Aceh 73 73 100 93,15 6,85 0
13 Sumatera Barat 73 73 100 98,63 1,37% 0
14 Sulawesi Selatan 73 75 102,74 98,67 1,33 0
15 Kalimantan Barat 73 80 109,60 85 12,5 2,5
16 Bengkulu 73 73 100 97,26 2,74 0
17 Kalimantan Tengah 73 75 102,74 98,67 1,33 0
18 DI Yogyakarta 73 73 100 98,63 1,37% 0
19 Bangka Belitung 73 73 100 98,63 0 1,37%
20 Kalimantan Timur 73 74 101,37 94,60 1,35 4,05
21 Banten 73 73 101,37 94,52 4,11 1,37
22 DKI Jakarta 73 73 101,37 100 0 0
23 Kepulauan Riau 73 73 101,37 97,26 2,74 0

7
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*Jumlah Sampel

Hasil Uji ELISA SP

No Provinsi
T R R (%) + (%) -(%) D (%)
23 Kepulauan Riau 73 73 101,37 97,26 2,74 0
24 Sulawesi Barat 73 73 101,37 97,26 0 2,74
25 UPTA 73 79 108,22 98,73 1,27 0
26 UPTB 73 73 100 100 0 0
27 UPTC 73 75 102,74 100 0 0
28 UPTD 73 75 102,74 100 0 0
29 UPTE 73 98 134,25 96,94 2,04 1,02
30 UPTF 73 73 100 100 0 0
31 UPTG 73 73 100 94,52 4,11 1,37
32 UPTH 73 73 100 98,63 0 1,37
33 UPTI 73 73 100 98,63 1,37 0
34 UPTJ 73 73 100 100 0 0
35 UPTK 73 73 100 93,15 6,85 0
36 UPTL 73 75 102,74 100 0 0
37 UPTM 73 80 109,60 100 0 0
38 UPTN 73 45 61,64 97,77 2,23% 0
39 UPTO 73 75 102,74 100 0 0
Total 5.046 5.093 100,93% 97,20% 2,21% 0,59%

*Keterangan: T (Target), R (Realisasi), + (hasil uji positif), - (hasil uji negatif), D (hasil uji dubius)

Tabel 2. Aplikasi Vaksin yang berbeda untuk Vaksinasi pertama dan kedua

No. Provinsi Kab/Kota Vaksinasi | VaksI:nasi Has"_L_jjl ELISA SP_
Positif Negatif
1 Sampang A B 98,63% 1,73 %
2 Magetan A B 97,26% 2,74%
3  Jawa Timur Lamongan A B 98,63% 1,37%
4 Jombang A B 100% 0%
5 Bojonegoro A B 98,63% 1,37%
6 oM POk A B 98,67% 1,33
Nusa Tenggara Barat Lomb ok
7 Tengah A B 93,33% 6,67%
8 Jawa Tengah Cilacap A B 97,33% 2,67%
Rata-rata 97,81% 2,19%
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2. Monitoring dan Evaluasi Pelaksanaan

Rantai Dingin
Dalam monitoring dan evaluasi
pelaksanaan rantai dingin baik dalam

penyimpanan dan distribusi vaksin PMK di
lapangan, petugas BBPMSOH dibekali dengan
formulir kuisioner yang diisi secara manual
maupun disiapkan secara digital pada Google
Form yang dikirimkan ke semua stakeholder
terkait (Tabel 3). Kuisioner pelaksanaan rantai
dingin terdiri dari 19 pertanyaan dengan
jawaban ya atau tidak. Dari semua stakeholder
yang menerima kuisioner hanya ada 36 UPT/
responden yang mengembalikan atau mengisi
melalui tautan Google form.

Terdapat 36 responden yang menjawab 19
pertanyaandidalamkuisioner(Tabel4). Evaluasi
pelaksanaan rantai dingin menunjukkan bahwa
96,31% responden menerima vaksin PMK
dalam kondisi baik, terdapat brosur pada
kemasan dan cara penggunaannya. Selain
itu vaksin disimpan di ruangan yang memiliki
dan penerangan yang memadai.
Sebanyak 85,5% responden memiliki standard

ventilasi

operating procedure (SOP) untuk penerimaan,
penyimpanan dan transportasi vaksin PMK,
serta petugas di UPT mengukur suhu saat
menerima vaksin PMK yang datang.

Hampir seluruh responden atau sebanyak
97,2% menyatakan bahwa vaksinator telah

mendapatkan pelatihan dan sosialisasi terkait
rantai dingin serta menggunakan coolbox
saat melakukan vaksinasi PMK di lapangan.
Namun, hanya sekitar 60-70% UPT memiliki
AC di ruangan penyimpanan vaksin, memiliki
lemari es yang dilengkapi dengan termometer
serta melakukan pencatatan suhu secara
rutin. Lebih lanjut, sebagian besar responden
(>85%) memberikan keterangan bahwa kondisi
penyimpanan di dalam lemari pendingin tidak
terlalu penuh, dimana kurang dari 70% dari
total kapasitas lemari es.

Sebagian (>80%)
menyatakan bahwa vaksin yang digunakan
dalam satu vial habis dalam satu hari atau

besar responden

tidak ada yang tersisa di dalam vial. Jika masih
ada yang tersisa maka vaksin akan disimpan
di dalam lemari untuk dipergunakan dihari
berikutnya. Lebih dari setengah petugas UPT
(60%) menggunakan jarum yang sama pada
saat mengambil vaksin di dalam vial/botol. Ini
sebaiknya dihindari untuk mencegah terjadinya
kontaminasi di dalam produk vaksin. Namun,
hampir seluruh atau lebih dari 97% dari petugas
UPT menggunakan jarum yang berbeda pada
saat melaksanakan vaksinasi PMK di lapangan.
Ini tentunya cara yang paling tepat dan aman
untuk mencegah terjadi kontaminasi dan infeksi
silang antara hewan ternak yang divaksin.

Tabel 3. Pengumpulan Kuisioner Monitoring dan Evaluasi Pelaksanaan Rantai Dingin dari 36

Lokasi

Kode .. \ Lokasi
Lokasi Provinsi Nama Dinas Prov/Kab/Kota/UPT Sampling

1 Sumatera Selatan BPTU HPT Sembawa Banyuasin

2 Sulawesi Barat Mamasa

. Dinas Tanaman Pangan Hortikultura dan .
3 Sulawesi Barat Peternakan Sulawesi Barat Majene
4 Sulawesi Barat Dinas Tanaman Pangan, Hortikultura dan Mamuju Tengah
Peternakan
5 Lampung Dinas Peternakan dan Kesehatan Hewan Way Kanan

Provinsi Lampung
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Kode — . Lokasi
Lokasi Provinsi Nama Dinas Prov/Kab/Kota/UPT Sampling
. Dinas Tanaman Pangan Hortikultura dan ,
6 Sulawesi Barat Peternakan Provinsi Sulawesi Barat Mamuju
7 DI Yogyakarta Mandar
8 Lampung Dinas Pertanian dan Ketahanan Pangan Sleman
9 Lampung Dinas Peternakan dan Kesehatan Hewan E:g,:g Bawang
10 Sumatera Utara Upt Puskeswan Wilayah Langkat Hulu Langkat
11 Bali Dinas Pertanian dan Ketahanan Pangan Gianyar
12 Bali Dinas Pertanian dan Ketahanan Pangan Badung
Dinas Perikanan dan Peternakan .
13 Lampung Kabupaten Lampung Timur Lampung timur
UPT Pembibitan Ternak dan Kesehatan
14 Jawa Timur Hewan Madura - Dinas Peternakan Pamekasan
Provinsi Jawa Timur
. UPT Pembibitan Ternak dan Kesehatan
15 Jawa Timur Hewan Madura Bangkalan
. Dinas Pertanian,Hortikultura dan
16 Kalimantan Tengah Peternakan Palangka Raya
Dinas Ketahanan Pangan Pertanian dan
17 Kepulauan Riau Kesehatan Hewan Provinsi Kepulauan Tanjungpinang
Riau
Dinas Perikanan dan Peternakan Kabupaten
18 Jawa Barat Kabupatrn Bandung Barat Bandung Barat
19 Aceh Dinas peternakan aceh Aceh barat daya
20 DKI Jakarta Ketahqnan Pangan, Kelautan dan Jakarta
Pertanian
. Lampung
21 Lampung Dinas Peternakan dan Kesehatan Hewan Selatan
Dinas Pertanian Kab. Lombok Barat
22 Nusa Tenggara Barat Lombok Barat
23 Lampung Dinas Pertanian Tulang Bawang
24 Sumatera Barat Dinas Peternakan dan Kesehatan Hewan  Dharmasraya
o5 Lampung B![nas Pertanian kabupaten Lampung Lampung Utara
ara
Dinas Ketahanan
26 Pangan dan Provinsi Sumatera Utara E:Eu&:tten
Peternakan g
27 Jawa Barat Dinas Ketahanan Pangan dan Peternakan  Kuningan
28 Jawa Barat Dinas Ketahanan Pangan dan Peternakan Subang
29 Jawa Barat BIB Lembang Bandung Barat
. Dinas Peternakan dan Kesehatan Hewan
30 Sulawesi Selatan Kab. Bone Bone
. Dinas Pertanian Ketahanan Pangan dan . .
31 Bali Perikanan Kab Bangli Bangli/Bangi
32 Bengkulu Dinas Pertanian Kab Mukomuko Mukomuko

10
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Kode — . Lokasi
Lokasi Provinsi Nama Dinas Prov/Kab/Kota/UPT Sampling
33 Bengkulu D|na§ P_eternakan dan Kesehatan Hewan Mukomuko

Provinsi Bengkulu
34 Jawa Timur UPT Pembibitan Ternak Dan Kesehatan Pamekasan
Hewan
35 Kalimantan Selatan BVet Banjarbaru Banjarbaru
36 Kalimantan Selatan Dinas Perkebunan & Peternakan Banjarbaru

Tabel 4. Resume Jawaban Responden terkait Pelaksanaan Rantai Dingin Vaksin PMK

No.

Pertanyaan

Jawaban Responden*

Ya |  Tidak
1 Apakah vaksin diterima dalam kondisi baik & utuh? 36 0
2 Apakah vaksin diterima disertai dengan brosur? 33 3
3 Apakah vaksin diterima disertai dengan cara 35 ,
penggunaannya?
4 Apakah Dinas provinsi/kab/kota mempunyai prosedur
penerimaan, penyimpanan, ’Fran'sportasi'vak.sin PMK ke 30 6
kab/kota, pemusnahan vaksin sisa vaksinasi (botol, alat
suntik, APD dIl)?
5 Apakah Dinas provinsi/kab/kota memeriksa suhu cold box
transportasi tempat penyimpanan vaksin ketika valfsin? Jika 32 4
ya,? Berapa suhunya? apakah suhunya memenuhi syarat
2-8°C?
6 Apak_ah ventilas_i dan penerangan di ruangan penyimpanan 36 0
vaksin memadai ?
7 Apak'ah ada pengatur suhu (AC) di ruang penyimpanan 25 1
vaksin?
8 Apakah vaksin yang disimpan terdapat kerusakan pada 0 36
kemasan?
9 Apakah tempat penyimpanan vaksin (cool room/refrigerator)
dilengkapi dengan termometer? 25 1
10  Apakah ada pencatatan/pengecekan rutin suhu pada
tempat penyimpanan (cool room/refrigerator) vaksin ? 21 15
11 Apakah kondisi tempat penyimpanan (cool room/
refrigerator) vaksin padat/terlalu penuh (isi lebih 70% total 5 31
kapasitas)?
12 Apakah petugas yang menangani penyimpanan vaksin
mendapatkan sosialisasi terkait rantai dingin? 34 2
13  Apakah pernah terjadi mati lampu? Jika jawaban Ya, 11 o5
berapa lama?
14  Apakah dinas provinsi/kab/kota mempunyai Genset? 12 24
15  Apakah vaksinator. SL_Jda_h menc_iapatkan pelatihan 35 1
penanganan rantai dingin vaksin?
16  Apakah vaksinator ketika membawa vaksin di lapangan 36 0
menggunakan cool box?
17  Apakah vaksin dalam botol/vial digunakan habis dalam 1 29 7
hari. Jika TIDAK bagaimana perlakuannya
18 Apakah penyedotan vaksin dari botol/vial menggunakan 29 14
jarum yang tetap
19  Apakah penyuntikan vaksin ke ternak menggunakan jarum 35 1

yang berbeda

11
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D. Kesimpulan dan Saran/Tindak Lanjut

1. Kesimpulan
Dari hasil kegiatan monitoring dan evaluasi
efektivitas pascavaksinasi penyakit mulut

dan kuku (PMK) tahun anggaran 2022, dapat
disimpulkan sebagai berikut:

Serum pascavaksinasi PMK yang diperoleh
BBPMSOH melebihi target yaitu sebanyak
5.160 atau 110,80% dari target yaitu 5.119
sampel. Lebih lanjut ada enam dari 24
provinsi dengan target lebih dari 73 sampel
per lokasi, yaitu Provinsi Jawa Timur,
Jawa Tengah, Bali, Nusa Tenggara Barat,
Lampung dan Jawa Barat.

Hasil pengujian serologik dengan metode
ELISA SP terhadap serum yang diperoleh
di Dinas yang membidangi fungsi
peternakan dan kesehatan hewan dan
UPT Ditien PKH menunjukkan rata-rata
97,20% hewan target (sapi) yang divaksin
PMK memberikan respon pembentukan
antibodi (positif) terhadap virus PMK,
sebanyak 2,21% tidak terbentuk antibodi
(negatif), dan dubius sebesar 0,59%
dari 66 lokasi sampling. Bahkan ada 19
dari 66 kabupaten/kota (28,80%) yang
diperoleh serumnya menunjukkan 100%
terbentuknya antibodi terhadap virus PMK.
Terhadap daerah yang menggunakan
vaksin PMK yang berbeda untuk vaksinasi
pertama dan kedua diperoleh hasil bahwa
penggunaan merek vaksin PMK yang
berbeda memberikan respon yang sama
pada pembentukan antibodi terhadap
virus PMK, dimana uji ELISA menunjukkan
rerata- 97,81% hasil positif antibodi yang
terbentuk dan sebanyak 2,19% tidak
terbentuk antibodi. Terbentuknya 100%
hasil positif antibodi pada sapi yang divaksin
dengan vaksin PMK A dan vaksin PMK B
di lokasi sampling Kabupaten Jombang
Provinsi Jawa Timur
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Secara keseluruhan UPT telah
menerapkan rantai dingin untuk
penyimpanan dan pendistribusian vaksin
PMK di lapangan, dimana sebagian besar
vaksinator telah mendapatkan pelatihan,
vaksinator menggunakan coolbox dan
perlengkapannya dalam melaksanakan
vaksinasi, lemari pendingin  sudah
dilengkapi dengan termometer/termostat
dan adanya pencatatan suhu didalam
lemari pendingin secara rutin.
Saran/Tindak Lanjut/Rekomendasi

Ada beberapa saran yang perlu

ditindaklanjuti terkait kegiatan monitoring dan
evaluasi efektivitas pascavaksinasi penyakit
mulut dan kuku (PMK), antara lain:

UPT perlu membuat target vaksinasi harian
sehingga dapat mempercepat kegiatan
vaksinasi.

Adanya petugas yang ditunjuk khusus untuk
melaksanakan input data ke ISIKHNAS.
Petugas sebaiknya mengikuti prosedur atau
SOP yang telah dibuat untuk kelancaran
dan efektivitas kegiatan vaksinasi.
Perlunya tambahan personil dengan
melibatkan perangkat desa, karang taruna,
mahasiswa, dan aparat desa lainnya
untuk kegiatan pendataan, vaksinasi,
penandaan, pengobatan, penanganan
ternak, mobilisasi kegiatan, penunjukkan
lokasi sampling dan sebagainya untuk
akselerasi kegiatan vaksinasi.

Perlu tersedianya gensetdisetiap UPT yang
memiliki ruangan dingin (cool room) untuk
penyimpanan vaksin untuk memastikan
mutu vaksin tetap terjaga selama insiden
mati lampu/listrik PLN.

Selain program vaksinasi PMK, penerapan
biosekuritas di peternakan, mengatur lalu
lintas ternak, pengobatan, surveilans,
dan pengujian merupakan parameter
keberhasilan dalam mengendalikan PMK
di Indonesia.
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- Perlunya penerapan rantai dingin untuk
penanganan vaksin baik di dinas maupun
di lapangan untuk menjamin mutu vaksin
PMK, mendukung keberhasilan program
vaksinasi PMK dan membantu Indonesia
Bebas PMK Tahun 2035.

- Perlunya pengujian lanjutan ELISA
Non-structural Protein (NSP) dan Virus
Neutralization Test (VNT) untuk mengetahui
efektivitas vaksin lebih dalam.

Ucapan Terima Kasih

Penulis ingin mengucapkan terima kasih
banyak kepada 24 Dinas provinsi/kabupaten/
kota yang membidangi fungsi peternakan dan
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ABSTRAK

Larangan penggunaan antibiotic growth promotor menyebabkan penggunaan probiotik menjadi meningkat.
Penggunaan probiotik memiliki beberapa risiko antara lain adanya kontaminasi, kesalahan identifikasi,
mikroorganisme pada probiotik menyebabkan infeksi, menghasilkan toksin, resistan antibiotik dan membawa
gen resistan. Tujuan kajian ini untuk memperoleh data mutu dan keamanan dari 20 sampel pengkajian
probiotik tahun 2022 yang mengandung bakteri Enterococcus. Parameter uji meliputi identifikasi probiotik,
uji kontaminasi, uji kandungan probiotik, uji sensitifitas terhadap delapan antibiotik, serta uji deteksi gen
penyandi resistansi pada isolat yang resistan. Target gen yang dideteksi adalah gen tetK, tetM, cfr, cat, fexA,
ermdK1, ermdK2, ereA, ermA, ermB, aac(6')-aph(2), aadB, Aph, dan erm34.Hasil uji fisik dan uji kontaminasi
menunjukkan semua sampel memenuhi persyaratan. Adapun uji jumlah kandungan menunjukkan hasil
terdapat empat sampel yang tidak memenuhi syarat. Uji identifikasi isolat Enterococcus dengan 16s DNA
sekuensing mampu mendeteksi semua sampel hingga level spesies yaitu Enterococcus faecium. Hasil uji
sensitifitas antibiotik terhadap 20 isolat Enterococcus dengan metode agar dilusi diperoleh semua isolat resistan
kloramfenikol dan eritromisin, adapun 12 isolat resistan tetrasiklin. Sebanyak 12 isolat multidrugresistance
terhadap tiga golongan antibiotik yaitu kloramfenikol, eritromisin dan tetrasiklin. Hasil deteksi gen resistan
didapatkan 1 isolat yang resistan kloramfenikol positif memiliki gen resistan cat dan 1 isolat resistan eritromisin
positif memiliki gen resistan ermB. Sedangkan 12 isolat yang resistan tetrasiklin hasilnya semua isolat positif
memiliki gen resistan tetK dan tetM. Gen resistan tetK, tetM, cat dan ermB terletak di plasmid memiliki potensi
menyebarkan resistansi. Berdasarkan kajian ini disimpulkan bahwa terdapat 12 sampel yang tidak memenuhi
uji mutu dan adanya risiko bahaya resistan pada 60% sampel probiotik Enterococcus karena menunjukkan
resistan terhadap beberapa antibiotik dan memiliki gen resistan yang terletak di plasmid yang berpotensi
menyebarkan sifat resistansi.

Kata kunci: probiotik, keamanan, mutu, Enterococcus, resistan

ABSTRACT

The ban on the use of antibiotic growth promoters causes the use of probiotics to increase. The use of probiotics
has several risks, including contamination, misidentification, microorganisms in probiotics causing infection,
producing toxins, antibiotic resistance and carrying resistant genes. The purpose of this study is to obtain
quality and safety data from 20 probiotic assessment samples in 2022 containing Enterococcus bacteria. Test
parameters include probiotic identification, contamination test, probiotic content test, sensitivity test to eight
antibiotics, and detection test of resistance coding genes in resistant isolates. The gene targets detected are
tetK, tetM, cfr, cat, fexA, ermdK1, ermdK2, ereA, ermA, ermB, aac(6')-aph(2), aadB, Aph, and erm34 genes.
Physical test results and contamination tests show that all samples meet the requirements. The test of the
amount of content showed the results of four samples that did not meet the requirements. The identification
test of Enterococcus isolates with 16s DNA sequencing is able to detect all samples up to the species level,
namely Enterococcus faecium. The results of antibiotic sensitivity tests on 20 isolates of Enterococcus with the
method for dilution obtained all isolates of chloramphenicol and erythromycin resistance, as well as 12 isolates
of tetracycline resistance. A total of 12 isolates of multidrugresistance to three classes of antibiotics namely
chloramphenicol, erythromycin and tetracycline. The results of the detection of resistant genes found that 1
isolate of positive chloramphenicol resistance had a cat resistant gene and 1 positive erythromycin-resistant
isolate had an ermB resistant gene. While the 12 tetracycline-resistant isolates resulted in all positive isolates
having tetK and tetM resistant genes. The tetK, tetM, cat and ermB resistance genes located in plasmids
have the potential of spreading resistance. Based on this study, it was concluded that there were 12 samples
that did not meet the quality test and there was a risk of resistance in 60% of Enterococcus probiotic samples
because they showed resistance to several antibiotics and had resistant genes located in plasmids that had
the potential to spread resistance.

Keywords: antibiotics, safety, quality, probiotics, resistance
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PENDAHULUAN
Latar Belakang

Antibiotik selain digunakan untuk terapi,
juga sering digunakan sebagai Antibiotic Growth
Promotor (AGP), yaitu penggunaan antibiotik
di bawah dosis terapi. Hasil uji sensitifitas
antibiotik menunjukkan bahwa tingkat resistansi
AGP di peternakan ayam sudah sangat tinggi
(Bimantara et al. 2021). Larangan penggunaan
AGP dan hormon untuk penggemukan tertulis
dalam Undang-Undang No. 18 tahun 2009
tentang Peternakan dan Kesehatan Hewan
yang kemudian diperjelas dengan Peraturan
Menteri Pertanian Nomor 14/Permentan/
PK.350/5/2017 tentang Klasifikasi Obat Hewan
Antibiotik sebagai AGP. Pemerintah Indonesia
efektif melarang penggunaan AGP pada
01 Januari 2018. Pelarangan penggunaan
AGP kemudian pengembangan
berbagai alternatif pengganti AGP, salah satu

memacu

alternatifnya adalah probiotik.

Food and Agriculture  Organization

of the United Nations (FAO) dan World
Health Organization (WHO) Working
Group mendefinisikan  probiotik sebagai

mikroorganisme hidup yang bila diberikan
dalam jumlah yang memadai memberikan
manfaat kesehatan bagi (FAO/WHO, 2002).
Probiotik untuk hewan yang beredar secara
umum memiliki kandungan yang beragam,
antara lain produk yang mengandung hanya
satu strain (single strain probiotic), probiotik
multistrain, atau kombinasi antara jamur dan
bakteri dalam satu produk. Aplikasi probiotik
di peternakan telah lama dilakukan dan
berkembang pesat. Hal ini disertai dengan
berbagai kajian potensi probiotik, baik sebagai
growth promotor, atau sebagai pencegahan/
pengobatan infeksi bakteri patogen. Namun,
kajian mengenai keamanan probiotik belum
banyak dilakukan, terutama untuk probiotik
yang digunakan di peternakan. Penggunaan
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probiotik untuk hewan ternak sangat berbeda
dengan penggunaan probiotik untuk manusia.
Penggunaan probiotik di hewan ternak dalam
waktu yang panjang dan terus menerus, oleh
sebab itu, penting dilakukan kajian keamanan
probiotik yang digunakan dalam pakan ternak
yang beredar di lapangan.
Beberapa kajian keamanan
pada peternakan menjelaskan ada beberapa

probiotik

risiko keamanan dari probiotik, antara lain: 1)
Kontaminasi mikroorganisme lain pada sampel
probiotik, 2) Identifikasi mikroorganisme yang
digunakan sebagai
serta bukan organisme yang berbahaya bagi
kesehatan ternak, 3) Mikroorganisme yang
digunakan apakah dapat mengakibatkan infeksi

probiotik, murni/sesuai,

atau menghasilkan toksin yang berbahaya, dan
4) Probiotik tidak menyebarkan gen resistan
antibiotik (FAO, 2016). Oleh sebab itu, meskipun
probiotik dapat digunakan sebagai alternatif
pengganti AGP, akan tetapi ada potensi risiko
bahaya yang harus dipastikan tidak terjadi pada
sediaan-sediaan probiotik yang diijinkan untuk
digunakan di hewan ternak. Sehingga produk
yang beredar adalah aman bagi hewan dan
lingkungan serta manusia.

Balai Besar Pengujian Mutu dan Sertifikasi
Obat Hewan (BBPMSOH) memiliki tugas pokok
antara lain melaksanakan pengujian mutu
obat hewan dan melakukan pengembangan
teknik metoda pengujian mutu obat hewan.
Unit Uji Bakteriologi-BBPMSOH dalam rangka
melaksanakan tupoksi tersebut, melakukan
kajian aspek keamanan pada sampel probiotik
khususnya yang mengandung Enterococcus.
Enterococcus sangat penting dievaluasi karena
sifathya yang oportunis dan berhubungan
erat dengan infeksi di rumah sakit atau suatu
komunitas. Kajian aspek keamanan pada
probiotik meliputi uji identifikasi probiotik, uiji
kontaminasi, uji mutu kandungan probiotik, uji
sensitifitas terhadap delapan antibiotik yang



Buletin Pengujian Mutu Obat Hewan No. 32 Tahun 2023 - BBPMSOH

direkomendasikan The European Food Safety
Authority (EFSA) yaitu ampisilin, gentamisin,
kanamisin, streptomisin, eritromisin, klindamisin,
tetrasiklin, dan kloramfenikol (EFSA, 2016).
Selanjutnya uji deteksi gen resistan pada isolat
yang resistan. Gen yang ditargetkan adalah
gen resistan yang banyak ditemukan di bakteri
gram positif: gen ftetK, tetM, cfr, cat, fexA,
ermdK1, ermdK2, ereA, ermA, ermB, aac(6')-
aph(2), aadB, Aph, dan erm34.

Kajian ini bertujuan untuk memperoleh data
mutu dan keamanan probiotik untuk peternakan
yang mengandung bakteri Enterococcus yang
telah beredar di Indonesia. Hasil kajian ini
diharapkan dapat menjadi salah satu sumber
datailmiah untuk pemerintahmembuatkebijakan
tentang peraturan/ketentuan registrasi produk
probiotik dan metode pengujian hingga dapat
menyentuk aspek keamanan untuk produk
probiotik di bidang kesehatan hewan.

MATERI DAN METODE

Kegiatan pengkajian dilakukan pada bulan
April - Oktober 2022, dengan melakukan
pengambilan sampel di perusahaan importir
probiotik/  produsen/ distributor  probiotik.
Penguijian dilakukan di Unit Uji Bakteriologi dan

Unit Biotek BBPMSOH.
MATERI

Bahan dan Alat

Bahan vyang digunakan
iniadalahproduk probiotik, Buffer Phospate
Water (BPW) (Oxoid, UK), Phosphate Saline
Solution (PSS) (Gibco, USA), NaCl fisiologis
(Merck, Jerman), KF Streptococcus Agar (Difco,
USA), Rappaport Vasiliadis Soy (RVS) (Difco,
USA), Tetrathionate Broth (TTB) (Difco, USA),
Xylose Lactose Dextrose (XLD) (Difco, USA),
Bismuth Sulphite Agar (BSA) (Sigma Aldrich,
USA), Eosin Methylene Blue (EMB) (Difco,
USA), Pseudomonas isolation agar/Cetrimide

pada Kkajian
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Agar (Difco, USA), Rabbit Plasma Fibrinogen
Agar (Sigma Aldrich, USA), Muller Hinton
Agar (MHA) (Difco, USA), dan Heart Infusion
Agar (HIA) (Difco, USA),. Bakteri Salmonella
Enteritidis ATCC 13076, Escherichia coli ATCC
25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
dan Staphylococcus aureus ATCC 29213.
Antibiotik ampisilin (Sigma Aldrich, USA),
gentamisin (Sigma Aldrich, USA), kanamisin
(Sigma Aldrich, Cina), streptomisin (Sigma
Aldrich, USA), eritromisin (Sigma Aldrich, Cina),
klindamisin (Sigma Aldrich, USA), tetrasiklin
(Sigma Aldrich, Cina), kloramfenikol (Sigma
Aldrich, USA), PrepMan™ Ultra  (Applied
Biosystems, USA), RT-PCR Grade Water
(Applied Biosystems, USA), HotStarTaq®
Master Mix Kit (Qiagen, Germany), primer 16s
(3 pasang), primer gen resistan target gen
tetK, tetM, cfr, cat, fexA, ermdK1, ermdK2,
ereA, ermA, ermB, aac(6')-aph(2), aadB, Aph,
erm34, Destillated Water 2 (DW2), Agarose
Gel (Invitrogen, USA), SYBR Safe DNA Gel
Stain (Invitrogen, USA), DNA Ladders 100 bp
(Invitrogen, USA), 10X Blue Juice (Invitrogen,
USA), TAE Buffer10X (Invitrogen, USA), Enzim
ExoSAP PCR product Clean up Reagent
(Thermo Fisher Scientific, USA), BigDye
Terminator Cycle Sequencing kit v3.1 (Applied
USA),
Purification kit (Applied Biosystems, USA),
Polymer POP7 (Applied Biosystems, USA),
Buffer Anoda (Applied Biosystems, USA),
Buffer Cathoda (Applied Biosystems, USA).
Alat yang digunakan pada kajian ini antara
lain cawan petri, tabung reaksi, ose 1 ul
disposable, tube 1,5-2 ml, tabung mikro 200 pl,
pipet dan tips 10 pl, 100 pl, 1000 pl, pipet 2 ml,
5 ml, 10 ml, 20 ml, plate well 96, heating block,
inkubator 37°C, inkubator 37°C CO,, sentifuse,
timbangan digital, sampel spreader, vorteks,

Biosystems, BigDye  XTerminator

mini spin down, mesin Polymerase Chain
Reaction (PCR) yang terdiri dari mesin thermal
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cycler, peralatan elektroforesis, peralatan
gel documentation system dan mesin DNA
sequencer ABI 3500 DNA analyzer (Applied
Biosystems, USA).

Pengambilan sampel probiotik dilakukan
di gudang penyimpanan produk di masing-
masing distributor/ produsen. Sampel yang
diambil memiliki masa kadaluarsa minimal
enam bulan dari waktu pengambilan sampel
dan kemasan dalam keadaan baik. Setiap
produk diambil sampel sebanyak 4 kemasan
(baik dalam betsyang sama ataupun berbeda
bets) dengan jumlah minimal @200 gram/
kemasan. Wadah penyimpanan harus steril dan
tertutup rapat sampai dilakukan pengujian di
laboratorium. Pada setiap kemasan diberi label
yang berisi informasi antara lain; nama sampel,
perusahaan, nomor bets, masa kadaluarsa,
komposisi, dan tanggal pengambilan sampel.
dan

harus memenuhi kondisi penyimpanan yang

Proses transportasi penyimpanan
dipersyaratkan sampel. Pada kajian ini diperoleh
5 jenis produk probiotik dengan total 20 sampel
yang berasal dari 5 perusahaan importir dan
distributor. Semua sampel probiotik merupakan
produk import yang berbentuk serbuk dan
mengandung lebih dari satu jenis bakteri dan

salah satunya adalah bakteri Enterococcus.

METODE
1. Uji Fisik

Uji fisik dilakukan pada setiap sampel
probiotik dengan cara menimbang 25 gram
produk probiotik dan dilarutkan dengan 225
ml BPW, selanjutnya dilakukan pengamatan
terhadap keseragaman warna, homogenitas,
adanya partikel asing. Pengujian fisik dilakukan
sebagaimana Uji Umum dalam Farmakope
Obat Hewan Indonesia (FOHI) Sediaan Biologik
Edisi 5 tahun 2018 Lampiran |.
2. Uji Kontaminasi

Sampel yang telah diencerkan pada uji
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fisik selanjutnya diuji kontaminasi terhadap
Salmonella sp, E. coli, Pseudomonas sp dan
Staphylococcus sp. Uji kontaminasi Salmonella
sp. dilakukan dengan menginokulasikan sampel
probiotik sebanyak 0,1 ml untukdiinokulasikan
ke media RVS broth 10 ml, dan diambil 1 ml
untuk diinokulasikan dalam media TTB 10 ml,
selanjutnya diinkubasi pada suhu 37°C selama
24 jam. Setelah inkubasi, sampel dikultur di
media XLD dan BSA dan diinkubasi pada
suhu 37°C selama 24 jam dan dilihat adakah
pertumbuhan bakteri (SNI/ISO 6579:2015).
Uji E. coli dilakukan dengan
menginokulasikan sampel probiotik yang
telah diencerkan dengan BPW ke media EMB
Agar, pengamatan bakteri dilakukan setelah

kontaminasi

diinkubasi pada suhu 37°C selama 18-24 jam
(AOAC, 2002).

Uji kontaminasi Pseudomonas sp. dengan
cara sampel probiotik yang telah diencerkan
dikultur pada media Pseudomonas isolation
agarl/ Cetrimide Agar dan diinkubasi pada 37°C
selama 24 jam, jika terdapat kontaminasi maka
koloni Pseudomonas sp akan berwarna hijau
pada umur 18 jam dan berwarna biru kehijauan
pada umur 24-48 jam setelah inkubasi (AOAC,
2002). Uji kontaminasi Staphylococcus sp
dilakukan dengan mengkultur 1 ml sampel
probiotik pada media Rabbit Plasma Fibrinogen
Agar pada dua cawan petri. Media agar dituang
dengan tinggi 3 mm dan diaduk hingga rata.
Selanjutnya diinkubasi pada suhu 37°C selama
24 jam dan diamati pertumbuhan bakteri (ISO
6888-2:1999).

3. Uji Kandungan Bakteri,

Khamir

Kapang dan

Preparasi sampel pada semua kemasan
produk dilakukan dengan cara menimbang
masing-masing sampel sebanyak 25 gram dan
ditambahkan 225 ml pelarut BPW dan larutan
pengencer PSS. dilakukan
secara serial menggunakan PBS, pengenceran

Pengenceran
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dibuat sesuai dengan jumlah kandungan yang
tercantum dalam label dan pengujian dilakukan
secara duplo. Media yang digunakan adalah
media KF Streptococcus Agar untuk bakteri
Enterococcus sp/ Enterococcus faeciumdengan
metode agar tuang. Jumlah perbandingan
sampel yang telah diencerkan dan media yang
digunakan adalah 1:9 dan diinkubasi pada suhu
37°C CO, 5% selama 18-24 jam. Setelah masa
inkubasi dihitung jumlah kandungan bakteri
yang tumbuh dan dibandingkan dengan nilai
persyaratan setiap bakteri pada kemasan/
dokumen produk probiotik.

4. Uji Identifikasi Bakteri Probiotik Metode
Polymerase Chain Reaction (PCR) dan
Deoxyribo Nucleic Acid (DNA) Sekuensing
16s
Uji identifikasi bakteri probiotik dilakukan

dengan mengambil koloni yang menunjukkan

morfologi  koloni sebagai bakteri

Enterococcus pada media KF agar. Selanjutnya

menciri

dikultur pada media umum yaitu HIA dan
diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam.
Koloni yang tumbuh diekstraksi menggunakan
metode boiling dengan mengambil 1 - 2 ose
dan dilarutkan dengan 100 ul Ultra Sample
Preparation Reagent (PrepMan®, Applied
Biosystems, Foster City, CA). Sampel
dihomogenkan dengan menggunakan vorteks
selama 10-30 detik dan dipanaskan pada suhu
100°C selama 10 menit, kemudian didinginkan
selama 2 menit di suhu ruang, selanjutnya
disentrifugasi dengan kecepatan 14000 rpm
selama 2 menit. Supernatan hasil sentrifugasi
diambil sebanyak 50 ul sebagai master stock
Deoxyribo Nucleic Acid (DNA ) (De Medici et al.,
2003).

Identifikasi spesies Enterococcus dilakukan
dengan menganalisis urutan nukleotida pada
gen 16s, sekuen primer forward BSF8/20
(F) 5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3',
dan sekuen primer reverse BSF517/17 (R)

20

5-GCCAGCAGCCGCGGTAA-3) (Cai et al,
2003) dengan panjang amplikon 1540 bp.
Amplifikasi menggunakan HotStarTag®Master
Mix Kit dengan volume total sebanyak 25
Ml yang terdiri dari 12.5 pl HotStarTaq, 1 pl
primer forward (10 yM), 1 pl primer reverse
(10 uM), 5.5 pl dH,0 dan 5 pl DNA template.
Proses PCR meliputi siklus pre denaturasi
95°C selama 10 menit, dilanjutkan 30 siklus
yang terdiri dari denaturasi 95°C selama 1
menit, annealing 55°C selama 1 menit, ekstensi
suhu 72°C selama 1 menit, ekstensi akhir suhu
72°C selama 10 menit. Visualisasi hasil PCR
menggunakan agarose gel 1.5%, pewarnaan
SYBR safe dan marker 100 bp.

Produk PCR dari isolat yang positif memiliki
pita amplikon pada panjang 1540 bp selanjutnya
dipurifikasi menggunakan enzim nuklease
(ExoSAP PCR product Cleanup Reagent,
Thermo Fisher Scientific, USA) kemudian
dilakukantahap cycle sequencingmenggunakan
BigDye Terminator Cycle Sequencing kit v3.1
(Applied Biosystems, USA) dan 3 pasang primer
sebagai berikut : BSF8/20 (F) 5'-AGAGTTTGAT
CCTGGCTCAG-3/, BSF517/17 (R)
5'-GCCAGCAGCCGCGGTAA-3'), BSF1099/16
(F)5-GYAACGAGCGCAACCC-3',BSR1541/20
(R) 5-AAGGAGGTGATCCAGCCGCA-3/,
BSR114/16 (F) 5-GGGTTGCGCTCGTTRC-3',
BSR534/18 (R) 5-ATTACCGCGGCTGCTGG
C-3'.. Produk hasil cycle sequencing dipurifikasi
menggunakan BigDye XTerminator Purification
kit (Applied Biosystems, USA). Produk purifikasi
cycle sequencing selanjutnya dimasukkan
ke mesin DNA sequencer (ABI 3500, Applied
Biosystems, USA) untuk menentukan susunan
basa. Raw data hasil sekuensing akan
dianalisis menggunakan software sequencing
analysis dan penyambungan sekuen dari
setiap primer menggunakan software seqscape
sekuen konsensus

analysis, selanjutnya

akan disejajarkan dengan reference sekuen
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di GenBank (NCBI) melalui tool Basic Local
Alignment (BLAST)
mengetahui identitas sekuen hasil sekuensing.
5. Uji Sensitifitas Antibiotik

Bakteri yang telah teridentifikasi sebagai

Search Tool untuk

bakteri Enterococcus menggunakan metode
PCR dan DNA sekuensing selanjutnya diuji
sensitifitas antibiotik menggunakan metode
Agar Dilusi. Isolat probiotik diuji sensitifitas
antibiotik terhadap delapan jenis antibiotik
dari yaitu ampisillin, gentamisin, kanamisin,
streptomisin, eritromisin, clindamisin, tetrasiklin
dan kloramfenikol.
Konsentrasi Hambat Minimum
antibiotik  diinterpretasikan

Guidance on the Assesment of Bacterial

(KHM)
menggunakan

Susceptibility to Antimicrobial of Human and
Veterinary Importance (EFSA, 2012). Bakteri
E. coli ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC
27853, dan S. aureus ATCC 29213 digunakan
sebagai bakteri kontrol negatif yang sensitif
terhadap antibiotik. Nilai konsentrasi minimal
yang menghambat pertumbuhan bakteri
Enterococcus faecium untuk menentukan
sensitifitas bakteri terhadap antibiotik terdapat
dalam Tabel 1.

Stock solution antibiotik dibuat pada

konsentrasi empat tingkat di atas nilai cut-off
value atau nilai batas KHM masing-masing
antibiotik dinyatakan resistan. Selanjutnya
antibiotik dilarutkan menggunakan pelarut yang
sesuai dan difilter diameter 0,22 ym. Antibiotik
diencerkan secara seri sehingga diperoleh
larutan standar antibiotik dengan 6 konsentrasi
di bawah konsentrasi stock solution antibiotik
dan pengenceran menggunakan akuades steril.
Media MHA untuk uji resistansi dibuat dengan
perbandingan 1 bagian larutan serial standar
antibiotik dan 9 bagian media MHA.

Isolat bakteri ditumbuhkan pada media HIA
dan diinkubasikan selama 18-24 jam pada suhu
37°C, kemudian sebanyak 4-5 isolat dilarutkan
pada 2 ml NaCl fisiologis dan kekeruhannya
disamakan dengan larutan 0,5 Mc Farland.
bakteri 1:10 (0,5 ml
bakteri dalam 4,5 ml NaCl fisiologis) sehingga
didapatkan konsentrasi bakteri 1x10” CFU/m.
Larutan bakteri tersebut (2 pl) diinokulasikan

Biakan diencerkan

menggunakan replikator pada media MHA yang
telah mengandung antibiotik lalu diinkubasi
37°C selama 16—20 jam. Pengamatan dilakukan
untuk mengamati pertumbuhan koloni bakteri.

Tabel 1. Microbiological Resistance cut-off values (mg/l) (EFSA, 2012)

Cut-Off Value (mg/l)

No. Jenis Antibiotik
Enterococcus faecium
1 Ampisillin 2
2 Gentamisin 32
3 Kanamisin 1024
4 Streptomisin 128
5 Erythromisin 4
6 Clindamisin 4
7 Tetrasiklin 4
8 kloramfenikol 16
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6. Uji Identifikasi Gen Penyandi Resistansi

Berdasarkan hasil uji sensitifitas antibiotik
hanya bakteri yang resistan terhadap antibiotik
tertentu yang akan diuji deteksi keberadaan
gen penyandi resistansi untuk mengetahui sifat
resistansi dapatan atau intrinsik. Deteksi target
gen penyandi resistan disesuaikan dengan hasil
uji sensitifitas antibiotik misalnya bakteri yang
resistan antibiotik tetrasiklin akan dideteksi gen
penyandi resistan golongan tetrasiklin antara
lain tetM dan tetK.

Target gen penyandi resistansi, sekuen
primer, konsentrasi primer, suhu aneealing dan
targetampliconterdapatpadaTabel2. Amplifikasi

DNA menggunakan HotStarTaqg®Master Mix
Kit dengan volume total sebanyak 20 pl yang
terdiri dari 8,75 ul HotStarTaq, 0,7 pl primer
forward, 0,7 pl primer reverse, 3,85 pl dH,O
dan 5 pl DNA template (10X). Proses PCR
meliputi siklus pre denaturasi 95°C selama 10
menit, dilanjutkan 30-35 siklus yang terdiri dari
denaturasi 94°C selama 1 menit, annealing
(sesuai Tabel 2) selama 1-1.30 menit, ekstensi
suhu 72°C selama 1 menit, ekstensi akhir suhu
72°C selama 10 menit. Visualisasi hasil PCR
menggunakan agarose gel 1,5%, pewarnaan
SYBR safe dan marker 100 bp.

Tabel 2. Target Gen Resistan, Sekuen Primer, Amplikon, dan Suhu Annealing

Gen Panjang
Antibiotik . Sekuen Primer Amplikon/
resistan .
Annealing
Py F : GTTAAATAGTGTTCTTGGAG 657 bp/
(25 pM] R : CTAAGATATGGCTCTAACAA 56°C, 1
Tetrasiklin
tetKa F: TTAGGTGAAGGGTTAGGTCC 697 bp/
20 uM] R : GCAAACTCATTCCAGAAGCA 55°C, 1.5
o F : CTAAGATATGGCTCTAACAA 746 bp/
[10 uM] R : ACCATATAATTGACCACAAGCAGC 49°C, 1
F : TTAGGTTATTGGGATAAGTTA
Kloramfenicol Cart* 309 bp/,
[20 uM] R : GCATGRTAACCATCACAWAC 48°C, 1
foxA? F : GTACTTGTAGGTGCAATTACGGCTGA 1272 bp/
[10 pM] R : CGCATCTGAGTAGGACATAGCGTC 57°C, 1
ermbD/ F:AGGCTCTGTTTGTGTATG 814 bp/
p
ermK1a®[5 oc 1’
uM] R : TGGAGGGGGAGAAAAATG 95°C, 1
ermbD/ F : GCAGACCGCCTGTGATTTTTTATG 970 bp/
p
ermK2a°[10 °C. 1’
uM] R : CAGGGACATCTGAATCCC 93°C, 1
o creAr F : GCCGGTGCTCATGAACTTGAG 419 bp/
Eritromisin o ,
[10 pM] R : CGACTCTATTCGATCAGAGGC 52°C, 1
ermA? F : TCTAAAAAGCAT GTAAAAGAA 645 bp/
[10 pM] R : CTTCGATAGTTTATTAATATTAGT 52°C, 1’
ormB" F : GAAAAGRTACTCAACCAAATA 642 bp/
[10 pM] R : AGTAACGGTACTTAAATTGTTTAC 52°C, 1’
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Panjang
R Gen . .
Antibiotik resistan Sekuen Primer Amplikon/
Annealing
aac(6’)- F : GAAAAGRTACTCAACCAAATA 220 bp!/
Aminoglikosida aph(20)) o ,
[10 uM] R : CACTATCATAACCACTACCG 60°C, 1
aadB’ F : CACAACGCAGGTCACATTGATA 414 bp/
Gentamisin 55.4°C,
(10 uM] R : GGTACTTCATCGGCATA 1
Aph F : ACAAGATGGATTGCACGCAGGT 624 bp/
Aminoglikosida 59.7°C,
(10 uM] R : CGGCCACAGTCGATGAAT 4
Makrolida,
Linkosamin, erm34« . A A A A A A 846 bp/
Streptogramin [10 uM] F-GAGCTT AAAATGA A 55°C, 1’
(MLS)

Catatan: 2: Aarestrup et al., 2000, °: Kehrenberg dan Schwarz. 2006, ©: Hummel et al., 2006, ¢: Kehrenberg
dan Schwarz. 2005, ¢: Adimpong et al., 2012, ©: Van et al., 2008, 9: Seppala et al., 1993, ™ Sutcliffe et al., 1996,
' Van de Klundert dan Vliegenthart, 1993, : Wang et al., 2019,: Bozdogan et al., 2003.

HASIL DAN PEMBAHASAN

1. Uji Fisik dan Kontaminasi
Patogen Pada Produk Probiotik.
Berdasarkan hasil dari uji fisik semua

sampel dinyatakan memenuhi persyaratan

bebas dari

partikel asing, dan homogen. Adapun untuk

Bakteri

untuk keseragaman warna,
uji kontaminasi didapatkan, semua sampel
bebas dari kontaminasi Salmonella sp, E. coli,
Streptococcus sp, dan Pseudomonas sp. (Tabel
3). Uji kontaminasi merupakan parameter
keamanan yang sangat penting bagi untuk
produk probiotik dan semua produk probiotik
harus bebas kontaminasi dari empat bakteri
tersebut
Penarikan

beberapa produk probiotik

Tabel 3. Hasil Uji Mutu Produk Probiotik

dari peredaran pernah dilakukan oleh satu
perusahaan produsen probiotik di Eropa yang
disebabkan adanya kontaminasi P. aeruginosa,
hal ini diketahui setelah diuji oleh laboratorium
pihak ketiga untuk menjamin kualitas produk
probiotik. Salah satu produk yang ditarik
adalah probiotik untuk bayi, bakteri kontaminan
tersebut dapat mengakibatkan infeksi pada
bayi dan pasien imunodefisiensi. Pada kasus
tersebut, sebanyak 2 lot produk ditarik dari
peredaran (Anonimous, 2021). Selain itu,
juga ditemukan juga kasus kontaminasi jamur
Rhizopus oryzae pada probiotik, kontaminasi
kapang ini sangat berbahaya karena dapat
menginfeksi sinus, paru-paru, usus dan kulit
yang disebut mucormikosis (Kroll D, 2014).

Jenis Uji Parameter Jumlah MS Jumlah TMS

Warna 20/20 (100%) 0/20 (0%)

Hasil Uji Fisik partikel asing 20/20 (100%) 0/20 (0%)
Homogenitas 20/20 (100%) 0/20 (0%)

Salmonella sp 20/20 (100%) 0/20 (0%)

Uji Kontaminasi E. coli 20/20 (100%) 0/20 (0%)
S. aureus 20/20 (100%) 0/20 (0%)

P. aeruginosa 20/20 (100%) 0/20 (0%)

Catatan: MS = Memenuhi Syarat; TMS = Tidak Memenuhi Syarat
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2. Uji Kandungan Bakteri Probiotik
Produk probiotik yang diuji dalam kegiatan
ini merupakan produk probiotik yang terdiri

dari 3-5 campuran bakteri, kapang, dan
khamir. Empat sampel mengandung E.
faecium, L. acidophilus, S. cerevisiae; 4

sampel mengandung E. faecium, Lactobacillus
sp, S. salivarius; 4 sampel mengandung E.
faecium, L. reuteri, L. salivarius,B. animalis
dan P.acidilactici;, sedangkan 8 sampel
mengandung Enterococcus sp, Lactobacillus
sp, Bifidobacterium sp, dan Pediococcus sp.
Pengujian kandungan bakteri dan jamur pada
produk probiotik bertujuan untuk mengetahui
mutu probiotik dengan menguji viabilitas
bakteri dan jamur sesuai dengan jumlah yang
tertera pada kemasan produk. Pada pengujian
kandungan bakteri 20

sampel terdapat 16 sampel memiliki jumlah

Enterococcus dari

kandungan Enterococcus yang memenuhi
persyaratan yang ditentukan pada kemasan
produk, sedangkan empat sampel lainnya tidak
memenuhi persyaratan kandungan bakteri.
Bentuk sediaan sampel probiotik yang diuji
adalah semua sediaan kering berupa serbuk
yang dikemas ulang dalam jumlah 200-500
gram/pak yang berasal dari produk kemasan
besar dengan jumlah minimal 10 kg. Empat
sampel probiotik yang tidak memenuhi jumlah
minimal bakteri merupakan produk probiotik
bentuk serbuk. Jumlah bakteri dan jamur yang
tidak memenuhi jumlah persyaratan dapat
disebabkan antara
homogenitas saat proses pengambilan sampel

lain karena kurangnya

probiotik untuk dikemas dalam jumlah yang
lebih kecil.

Sediaan sampel berbentuk serbuk umumnya
telah diberi perlakuan dehidrasi/ pengeringan
sehingga menjadi anhidrat dan membentuk
spora sehingga bakteri menjadi inaktif dan
tahan pada tekanan suhu, radiasi dan bahan
kimia (Veterlund et al., 2012). Proses dehidrasi
produk probiotik dapat dilakukan dengan
beberapa metode yaitu dengan metodefreeze
drying, spray drying, fluidized bed drying atau
vaccum drying. Proses dehidrasi ini dapat
mengakibatkan tekanan pada bakteri sehingga
produk biasanya di lapisi oleh bahan pelapis.
Pelapisan ini membentuk penghalang fisik yang
melindungi probiotik dari reaksi oksidasi, pH
rendah, cairan empedu dan memperpanjang
masa simpan produk dengan menggunakan
tepung kentang, CaCl,, kasein, pektin, maupun
alginate (Marcial-Coba MS., 2019).

Titik kritis pembuatan produk probiotik
bentuk serbuk terdapat pada tahap proses
pelapisan dan dehidrasi yang membutuhkan
peralatan dan pemilihan metode yang tepat
yang akan mempengaruhi viabilitas dari
bakteri, kapang dan khamir yang digunakan
dalam probiotik (Marcial-Coba MS., 2019).
Paparan suhu tinggi selama pengeringan dapat
membunuh sebagian besar sel vegetatif selama
proses pengeringan, sehingga sangat penting
mempertahankan viabilitas selama proses
pengeringan karena hal ini menjadi kendala
utama untuk keberhasilan produksi probiotik
(Meng et al., 2008). Mikroorganisme probiotik
umumnya dihasilkan melalui proses fermentasi
dengan suhu dan pH spesifik spesies dan
strain, dan sebagian besar dikeringkan dengan
pengeringan beku atau proses pengeringan

Tabel 4 Jenis Sediaan Sampel Probiotik dan Hasil Uji Kandungan

Bentuk

. Produsen
sediaan

Jumlah sampel

Uji Kandungan Bakteri
MS TMS

Serbuk/granul Impor

20 4 16
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semprot. Probiotik untuk nutrisi ternak perlu
dipertahankan kelangsungan
selamaproses produksi, penyimpanan dan
penanganan, dan kontrol kualitas diperlukan
untuk memastikan hal ini (FAO, 2016).

Semua sampel yang diuji kandungan
bakteri, kapang dan khamir masih belum
kadaluarsa. Beberapa standar dari Badan
Pengawas Obat dan Makanan (BPOM) dan
EFSA menyarankan pengujian kandungan
bakteri dan jamur dilakukan pada akhir dari
masa kadaluarsa (BPOM 2016; EFSA 2017).
EFSA (2017) mengeluarkan panduan Guidance

hidupnya

on the identity, characterisation and conditions
of use of feed additives yang mengatur tentang
identitas, nama imbuhan, kualitas, kuantitas dan
kemurnian, stabilitas/jaminan masa kadaluarsa
dan homogenitas. Sedangkan di Indonesia,
produk probiotik yang digunakan pada hewan
diatur dalam Keputusan Menteri Pertanian
No. 695/Kpts/TN.260/8/96 tentang Tata Cara
Pendaftaran dan Pengujian Mutu Obat hewan.
Pada label semua sampel probiotik dinyatakan
jumlah bakteri pada kisaran 108 -10"° CFU/g.
Sebanyak 32 dari 40 sampel(80%) mengklaim
memiliki kandungan lebih dari 108-10" cfu/g.
Beberapa produk menunjukkan probiotik
merupakan produk dependent dose, vyaitu
dosis yang rendah pun tetap memiliki efek
yang positif. Namun, jumlah yang lebih tinggi
memiliki efek terbaik dan mampu menahan
infeksi bakteri patogen. Produk probiotik yang
diuji dalam kegiatan pengkajian ini diaplikasikan
untuk berbagai jenis hewan yaitu, sapi, babi
dan ayam, tetapi tidak dituliskan dosis yang
untuk masing-masing jenis hewan. Dosis
penggunaan untuk setiap jenis hewan sangat
penting karena terdapat berbagai faktor yang
mempengaruhi efektifitas probiotik, antara lain
toleransi asam, cairan empedu, kemampuan
perlekatan pada usus hewan target serta
informasi yang menggambarkan sifat probiotik

25

secara invitro dan in vivo perlu dicantumkan
(Weese dan Martin, 2011).

3. Identifikasi Kandungan Bakteri Probiotik

EFSA dan FAO dalam ketentuan tentang
persyaratan keamanan produk probiotik/
Qualified Presumption of Safety (QPS)
sangat menekankan pentingnya uji identifikasi
terhadap mikroorganisme yang digunakan
dalam produk probiotik (FAO, 2016; EFSA,
2017). FAO dalam ketentuan Probioticin Animal
Nutriotion (2016) telah menetapkan daftar
mikroorganisme yang dapat digunakan dalam
pembuatan probiotik serta unit taksonomi untuk
persyaratan keamanan yaitu menetapkan
identititas, informasi tentang mikroorganisme,
kemungkinan adanya sifat patogen, dan target
penggunaan probiotik. Identitas mikroorganisme
yang digunakan dalam produk probiotik harus
diidentifikasi sampai level spesies dan strain
(FAO, 2016).

Pentingnya identifikasi sampai level strain
terhadap mikroorganisme yang digunakan
dalam probiotik karena terkait beberapa risiko
yaitu dapat
mikroorganisme atau produk probiotik memiliki
kandungan yang berbeda dari yang tercantum
pada label. Kesalahan identifikasi dapat
disebabkan kesalahan identifikasi seed dari

terjadi kesalahan identifikasi

awal atau master seed yang terkontaminasi
saat penyimpanan. Pada pengkajian ini, isolat
diperoleh dari sampel probiotik dan diidentifikasi
secara fenotipik dan genetik. Fenotip yaitu
secara makroskopis melihat morfologi koloni,
masing-masing sampel probiotik dipilih satu
koloni yang menciri sesuai target bakteri yaitu
Enterococcus sp (Gambar 1) dan identifikasi
secara genetik menggunakan PCR dan DNA
sekuensing target 16s.
Identifikasi koloni bakteri
probiotik yang mengandung 3-4 jenis bakteri

dari sampel

dilakukan dengan cara mengamati koloni bakteri
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yang tumbuh di media spesifik tumbuhnya
bakteri Enterococcus sp yaitu di media KF yang
ditampilkan pada Gambar 1. Koloni bakteri
Enterococcus sp koloni berukuran kecil 0,5-1
mm, berwarna kelabu, berbentuk bulat, halus,
dan menonjol (Wardhana,2008).

Isolasi dan identifikasi bakteri target
Enterococcus spagak sulit dilakukan dengan
menggunakan metoda kultur dan isolasi pada
media uji, karena sampel probiotik mengandung
3-4 bakteri dan beberapa sampel mengandung
kapang dan khamir. Sampel probiotik dalam
kajian ini mengandung bakteri campuran
selain mengandung Enterococcus sp juga
mengandung bakteri asam laktat, dan khamir
S. cerevisiae. Selain itu, kesulitan isolasi dan
identifikasi pada probiotik campuran juga bisa
disebabkan karena kandungan bakteri yang

menurun dari yang seharusnya. Pada beberapa

sampel yang diuji, ketika dilihat pada sertifikasi
hasil uji master seed bakteri sebagai bahan
baku yang terdapat dalam dokumen registrasi
sampel, pemilihan master seed hanya dilakukan
berdasarkan identifikasi secara morfologi dan
biokimia saja dan tidak ada identifikasi lengkap
secara genotip.

Hasil  uji bakteri probiotik
menggunakan metode DNA sekuensing
terdapat pada Tabel 4. Uji identifikasi DNA
sekuensing menunjukkan bahwa produk
probiotik (nomor 4 dan 5) yang mengandung
bakteri Enterococcus sp. mampu dideteksi
hingga level spesies yaitu sebagai E. faecium.
Sedangkan produk probiotik nomor 1, 2 dan 3
yang mengandung E. faecium dengan uji DNA
sekuensing mampu dideteksi hingga
spesies sebagai bakteri E. faecium.

identifikasi

level

KOLONI Enterococcus sp

Gambar 1. Morfologi Koloni Bakteri Enterococcus sp
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Tabel 5. Hasil Uji Identifikasi Bakteri Enterococcus dari Probiotik

No

Kandungan pada

Sekuensing 16 S

isolat Indetitas
faecium, L.
PB-0012021- ) . , o
1 4 PB-0042021 amdoply/us, S. E. faecium 100%
cerevisiae
E. faecium,
2 4 PB-0172021- . o pacillus sp, faecium 100%
PB-0202021 .
Streptococcus salivarius
E. faecium, L.
PB-0292021- reuteri, L. salivarius, , o
3 4 PB-0322021  Bifidobacterium E. faecium 98.53%
animalis, P. acidilactici
Enterococcus spp,
PB-0332021- Lactobacillus sp, i o
4 4 PB-0362021  Pediococcus sp, faecium 98.3 %
Bifidobacterium sp.
Enterococcus spp,
PB-0372021- Lactobacillus sp, , o
5 4 PB-0402021  Pediococcus sp, E. faecium 98,63%
Bifidobacterium sp.
Beberapa standar uji  menekankan diketahui clade, keberadaan insert sequence
pentingnya identifikasi penetapan strain (IS16), elemen Clonal Complexes (CCs) dan
bakteri untuk produk probiotik. Identifikasi elemen dapatan lainnya. Deteksi /S16 juga

dapat dilakukan dengan metode genetik yang
reproducible atau memberikan hasil konsisten
untuk diulang (“reproducible genetic method”);
atau “unique phenotypic trait’, salah satunya
Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE)
yang merupakan metode gold standard.
Penentuan keberadaan dari elemen genetik
ekstra kromosomal plasmid yang
dapat membantu menunjukkan jenis dan
karakteristik strain. EFSA dalam Guidance on
the characterisation of microorganisme used as
feed additives oras production organisms (2018)
menjelaskan beberapa metode
yang dapat digunakan yaitu Whole Genome
Sequensing (WGS) atau membandingkan
sekuen bakteri yang biasa dilakukan dalam

seperti

identifikasi

identifikasi taksonomi seperti sekuensing gen
16s atau gen lainnya.

Analisis hubungan evolusi bakteri E. faecium
sebagian besar menggunakan metode Multi
Locus Sequence Typing (MLST), sehingga
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dapat dideteksi melalui metode WGS dan
genome hybridization. Beberapa gen yang
berperan dalam virulensi bakteri Enterococcus
faecium adalah element /IS16 yang merupakan
gen yang paling banyak yang ditemukan pada
E. faeciumisolatklinis (Wernes et al., 2011), gen
Esp (pathogenicity island marker) juga berperan
penting dalam pembentukan biofilm, infeksi
endocarditis, infeksi saluran kemih (Heikens et
al., 2007; Heikens et al., 2011), dan hyl-like gene
berperan dalam kolonisasi di usus (Freitas et
al., 2010). EFSA (2021) telah memperbaharui
daftar bakteri yang dapat digunakan sebagai
probiotik. Bakteri E. faecium merupakan bakteri
yang direkomendasikan dapat digunakan
sebagai bakteri untuk probiotik (FAO, 2016)
meskipun masih terdapat perdebatan karena
adanya potensi patogen pada manusia pada
kasus nosocomial (EFSA, 2012°).
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4. Pengujian Sensitifitas Antibiotik dan
Deteksi Gen Penyandi Resistansi
Pengujian sensitifitas antibiotik dilakukan

dengan menguji satu isolat bakteri dari tiap

kemasan sampel yang telah diidentifikasi
sebagai bakteri Enterococcus. Total terdapat

20 isolat Enterococcus yang diuji kepekaan

antibotik terhadap 8 jenis antibiotik yaitu

ampisilin, gentamisin, kanamisin, streptomisin,
eritromisin,  klindamisin, tetrasiklin, dan
kloramfenikol sesuai yang di rekomendasikan
oleh EFSA (EFSA, 20122). Pengujian dilakukan
dengan menggunakan metode agar dilusi
mengikuti CLSI (2021) dan nilai cut-off value
mengacu pada EFSA (2012a) sebagaimana
tersaji dalam Tabel 1. Hasil uji sensitifitas

antibotik terdapat dalam Tabel 6.

Hasil uji sensitifitas antibiotik menunjukkan
bahwa semua isolat Enterococcus (20 isolat)
resistan terhadap kloramfenikol dan eritromisin,
dan terdapat 12 isolat resistan tetrasiklin. Isolat
bakteri yang resistan antibiotik selanjutnya

dideteksi gen penyandi resistansi sesuai
dengan target gen resistan setiap antibiotik,
hasil deteksi gen penyandiresistan tersaji dalam
Tabel 7. Sebanyak 20 isolat Enterococcus yang
resistan kloramfenikol dan eritromisinhasil
deteksi gen resistan menunjukkan hanya 1
isolat (PB-0042022) yang positif memiliki gen
resistan terhadap eritromisin yaitu gen ermB
dan 1 isolat (PB-0192022) yang positif memiliki
gen resistan terhadap kloramfenikolyaitu gen
cat. Sedangkan 12 isolat Enterococcus yang
resistan tetrasiklin hasil deteksi gen resistan
menunjukkan semua isolat positif memiliki
gen resistan fetK dan tetM. Isolat yang secara
fenotip resistan terhadap antibiotik namun
secara genetik negatif gen resistan perlu
dilakukan uji lanjut menggunakan metode yang
lebih komprehensif sehingga diketahui gen
resisten yang dimiliki dan letak gen resistan
berada. Data ini sangat diperlukan untuk
menentukan keamanan bakteri yang digunakan
pada probiotik.

Tabel 6. Hasil Uji Sensitifitas Antibiotik Bakteri Enterococcus

Hasil Uji Sensitifitas Antibiotik

Conoron Mgt o
KLOR ERI STREP TETRA AMPI CLIN GENT KANA

PB-0012022 E. faecium 1 (+) (+) (-) (-) (-) -) -) -)
PB-0022022 E. faecium 1 (+) (+) (-) (-) (-) (-) () ()
PB-0032022 E. faecium 1 (+) (+) ) () ) ) ) )
PB-0042022 E. faecium 1 (+) (+) (-) (-) (-) (-) ) )
PB-0172022 E. faecium 1 (+) (+) ) ) ) ) ) ()
PB-0182022 E. faecium 1 (+) (+) (-) (-) (-) (-) ) )
PB-0192022 E. faecium 1 (+) (+) () ) =) ) () ()
PB-0202022 E. faecium 1 (+) (+) (-) (-) (-) (-) ) )
PB-0292022 E. faecium 1 (+) (+) ) (+) =) ) () )
PB-0302022 E. faecium 1 (+) (+) (-) (+) (-) (-) ) )
PB-0312022 E. faecium 1 (+) (+) ) (+) =) ) () ()
PB-0322022 E. faecium 1 (+) (+) (-) (+) (-) (-) ) )
PB-0332022 Enterococcus spp 1 (+) (+) ) (+) =) ) () )
PB-0342022 Enterococcus spp 1 (+) (+) (-) (+) (-) -) -) (-)
PB-0352022 Enterococcus spp 1 (+) (+) ) (+) ) ) () ()
PB-0362022 Enterococcus spp 1 +) (+) (-) (+) (-) (-) (-) (-)
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Hasil Uji Sensitifitas Antibiotik

odotsoat  Kipdungmn  qumln
KLOR ERI STREP TETRA AMPI CLIN GENT KANA

PB-0372022 Enterococcus spp 1 (+) (&) (-) (+) (-) -) ) -)
PB-0382022 Enterococcus spp 1 (+) (+) (-) (+) (-) -) (-) (-)
PB-0392022 Enterococcus spp 1 (+) (+) (-) (+) (-) -) (-) -)
PB-0402022 Enterococcus spp 1 (+) (+) (-) (+) (-) -) (-) (-)
Total Isolat Resistan 20 20 0 12 0 0 0 0
Total Isolat Sensitif Antibiotik 0 0 20 8 20 20 20 20

Catatan : KLOR : kloramfenicol, ERI : eritromisin, STREP: streptomisin, TETRA : tetrasiklin, AMPI :

ampisillin, CLIN : clindamisin, GENT : gentamisin, KANA : kanamisin

Tabel 7. Hasil Identifikasi Gen Penyandi Resistansi.

. . Hasil Positif . . .
No. . . Resistansi . Hasil Negatif Deteksi Gen
Produk Nomor Sampel Jenis Bakteri Antibiotik Detek_3| Gen Resistan
Resistan
. kloramfenikol, cat, cfr, fexA, ereA, ermA,
1 PB-0042022 E. faecium eritromisin ermB ermdk1, ermdk2
9 PB-0192022 E. faecium horgmfeplkoI, cat cfr, fexA, ereA, ermA, ermB,
eritromisin ermdk1, ermdk2
kloramfenicol,
PB-0292022 E. faecium eritromisin, tetk, tetM cal, cff, foxA, ereA, erma,
. ermB, ermdk1, ermdk2
tetrasiklin
kloramfenicol,
PB-0302022 E. faecium eritromisin, tetK, tetM cat, cfr, fexA, ereA, ermé,
. ermB, ermdk1, ermdk2
tetrasiklin
kloramfenicol,
PB-0312022 E. faecium eritromisin, tetk, tetM cal, cfr, 16xA, ere/, erma,
. ermB, ermdk1, ermdk2
3 tetrasiklin
kloramfenicol,
PB-0322022 E. faecium eritromisin, tetK, tetM cat, cfr, fexA, ereA, erma,
- ermB, ermdk1, ermdk2
tetrasiklin
kloramfenicol,
PB-0332022 Enterococcus spp eritromisin, tetK, tetM cat, cfr, fexA, ereA, ermé,
. ermB, ermdk1, ermdk2
tetrasiklin
kloramfenikol,
PB-0342022 Enterococcus spp eritromisin, tetK, tetM cat, cfr, fexA, ereA, ermA,
. ermB, ermdk1, ermdk2
tetrasiklin
kloramfenicol,
PB-0352022 Enterococcus spp eritromisin, tetK, tetM cat, cff, fexA, ereA, erma,
. ermB, ermdk1, ermdk2
4 tetrasiklin
kloramfenicol,
PB-0362022 Enterococcus spp eritromisin, tetK, tetM cat, cfr, fexA, ereA, ermA,
. ermB, ermdk1, ermdk2
tetrasiklin
kloramfenicol,
PB-0372022 Enterococcus spp eritromisin, tetK, tetM ca, ofr, fexA, éreA, ermA,
. ermB, ermdk1, ermdk2
tetrasiklin
kloramfenicol,
PB-0382022 eritromisin, tetK, tetM cat, cfr, fexA, ereA, ermA,
Enterococcus spp . ermB, ermdk1, ermdk2
tetrasiklin
kloramfenicol,
PB-0392022 eritromisin, tetK, tetM cat, cfr, fexA, ereA, erma,
Enterococcus spp - ermB, ermdk1, ermdk2
5 tetrasiklin
kloramfenicol,
PB-0402022 eritromisin, tetK, tetM cat, cfr, fexA, ereA, ermé,
Enterococcus spp tetrasiklin ermB, ermdk1, ermdk2

29



Buletin Pengujian Mutu Obat Hewan No. 32 Tahun 2023 - BBPMSOH

Resistansi perolehan dapat disebabkan oleh
acquired gene atau mutasi gen pada bakteri
itu sendiri. Menurut The Panel on Additives
and Products or Substances used in Animal
Feed (FEEDAP), bakteri probiotik tidak boleh
digunakan jika acquired gene berpotensi
menyebar secara horizontal namun bukan
berasal dari resistansi intrinsik atau mutasi
(EFSA, 2012%). Yamaguchi
al. (2013), menemukan adanya E. faecium
dari produk probiotik di Jepang yang resistan
terhadap  tetrasiklint  dan beta-laktam.

kromosomal el

Raghavendra et al. (2018) meneliti resistansi
pada bakteri E. faecium dari probiotik yang
digunakan pada ternak dan babi terhadap
antibiotik yang penting dalam pengobatan.
Hasilnya dari 22 produk probiotik menunjukkan
resistansi terhadap antibiotik
45.5%, tetrasiklin18.2%, daptomisin18.2%,
siprofloksasin18.2%, kanamisin 13.6% dan
terdapat 18.2% (4 isolat) MDR dengan fenotip
resistan terhadap antara 3-6 kelas antibiotik.
Pada hasil pengkajian ini ditemukan 12
isolat E. faeciumMDR terhadap tiga antibiotik

linkomisin

yaitu kloramfenikol, eritromisin dan tetrasiklin.
Sifat MDR seringterkait dengan perpindahan
bebas dari elemen genetik melalui transfer
gen horizontaldan berbagi beberapa sifat
genetik adaptif, seperti penentu sifat resistansi
dan elemen genetik seluler (Mikalsen et
al., 2015). Pada kelompok Enterococcus,
transfer gen secara horizontal akan membantu
adaptasi,
dan faktor penentu virulensidengan demikian
akan memberikan keuntungan selektif dan
meningkatkan kolonisasi bakteri di usus
(Manson et al., 2010; Mikalsen et al., 2015).
Kajian sensitifitas pada 128 E. faecium dari
kasus klinis manusia dan produk probiotik
komersialterhadap 16jenisantimikrobditemukan

memungkinkanakuisisi  resistansi

2 isolat secara fenotip resistan eritromisin dan
salah satu isolat positif memiliki gen resistan
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ermB (Vankerckhoven et al., 2008). Rizzotti et
al. (2009) melaporkan transferabilitasgen tetM
dari beberapa spesies Enterococcus, termasuk
E. faecium ke spesies lain, contohnya Listeria.
Pada kajian ini ditemukan 1 isolat E. faecium
yang secara fenotip resistan eritromisin dan
secara genetik memiliki gen resistancermB
dan 12 isolat resistan tetrasiklin dan semuanya
memiliki gen resistan tetK dan tetM yang
terletak di plasmid. Ashraf dan Shah (2011)
mengkaji bahwa keberadaan gen resistan
pada plasmid memungkinan penyebaran
resistansi tetrasiklin terhadap bakteri yang
berpotensi patogen, karena Enterococcus
sering ditemukan di habitat yang sama dengan
Listeria dan penyebaran resistansi horizontal
dimungkinkan di peternakan atau fasilitas
pengolahan makanan.

Evaluasi gen resistan pada probiotik yang
dilakukan oleh Baumgradner et al. (2021)
pada 50 produk probiotik dengan mendeteksi
8 gen resistan yang dapat ditransfer. Terdapat
47 sampel (94%) produk memiliki paling tidak
satu jenis gen resistan. Kejadian resistansi
ini menunjukkan tingginya risiko kemampuan
bakteri produk  probiotik
menyebarkan gen resistan saat diaplikasikan
dalam saluran pencernaan.

dalam untuk

Hal penting lainnya yang perlu mendapat
perhatian terhadap penggunaan bakteri E.
faecium adalah adanya kecendrungan spesies
inimenjadiresistanterhadap antibiotik, termasuk
menjadiMDR karenamutasigenetik atauadanya
perolehan gen resistan melalui elemen genetik
selular (Miller et al., 2014). Kehadiran gen
resistanyang dapat ditransfer dan adanya faktor
penentu virulensi dalam strain Enterococcus
memang memicu  perdebatan  tentang
penggunaannya dalam probiotik (Hummel et
al., 2007). Sebuah studi tentang analisis genom
pyrosequencing  dari
strain E.faeciummengungkapkan bahwa gen

komparatif berbasis
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yang terlibat dalamketahanan di lingkungan,
kolonisasi, dan virulensi dapat dengan mudah
diperoleh oleh E. faecium (vanSchaik et al.,
2010).

Metode Pulse Field Gel Electrophoresis
(PFGE) umum digunakan untuk genotyping
Enterococcus dan menentukan keragaman
antara probiotik strain E. faecium (Kuhn et
al., 1995; Tomayko dan Murray, 1995). Hasil
kajian analisis metode PFGE terhadap strain
E. faecium dari probiotik untuk manusia
menunjukkan sejumlah strain memiliki pola
identik yang menunjukkan tipe PFGE yang
sama. Strain probiotik terkelompok dengan
strain E. faecium Klinis, hal ini mengindikasikan
bahwa strain klinis mungkin terjadi reisolasi pada
strain probiotik (Vankerckhovenet al., 2008).
Upaya pemillihan strain E. faecium yang tidak
berasal dari isolat klinis dan tidak membawa
gen
identifikasi lain yang lebih komprehensif dan

resistan dapat menggunakan metode

diskriminatif dalam menilai keragaman genetik
dan genotyping E. faecium yaitu metode MLST,
SNP dan WGS (Raghavendra et al., 2018).

EFSA
mensyaratkan tidak adanya gen resistan pada
saat pemilihan kuman sebagai master seed
probiotik, yaitu bakteri tidak dapat digunakan
sebagai
resistansi secara fenotipik dan genotipik. Selain
itu, perlu di kaji lokasi gen resistan apakah di
plasmid atau di kromosom. Probiotik yang

Negara-negara di Eropa melalui

probiotik jika ditemukan kejadian

mengandung gen resistan yang terletak di
plasmid dapat menjadi resevoir atau perantara
yang mentransfer kemampuan resistansi
antibiotik ke mikrobiota lain (EFSA, 2016).,

EFSA, bakteri laktat
terutama Enterococcus perlu dilakukan kajian
keamanan karena berpotensi sebagai bakteri
patogen (EFSA, 2012°). European Food
Safety Association Guidance on the safety

Menurut asam

assessment of Enterococcus faecium in animal
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nutrition (2016) menyatakan bakteri E. faecium
merupakan bakteri komensal pada manusia
dan hewan. Beberapa strain bersifat patogen
potensial pada manusia dan penyebab infeksi
(EFSA, 2012°).
terutama E. faecium adalah patogen opportunis
dan di Amerika Serikat merupakan patogen
paling prevalen pada kasus nosocomial
(Arias dan Murray, 2012). FEEDAP tahun
2012 telah mengeluarkan dokumen panduan
untuk penilaian keamanan dan efikasi bakteri
E. faecium sebagai imbuhan pakan. Namun
uji yang
dalam dokumen ini tidak dirancang untuk
mengidentifikasi virulensi agen mikrob. EFSA
telah menerima banyak pertanyaan tentang

nosocomial Enterococcus

toksikologi direkomendasikan

cara menilai keamanan E. faecium sebagai
zat tambahan. Hal
meningkatnya insiden infeksi E. faecium di
rumah sakit dan pendekatan ilmiah baru

ini disebabkan karena

yang dikembangkan secara genomik serta
pemahaman yang lebih baik tentang mengapa
beberapa galur E. faecium menimbulkan
masalah (EFSA, 2012°).

Identifikasi kandungan probiotik merupakan
salah satu dari daftar Qualified Presumption
of Safety (QPS) yang dibuat oleh komite
EFSA yang disusun sejak tahun 2007. Daftar
“Qualified” yang diasesmen antara lain, tidak
virulensi, metabolit toksin,
kemampuan
mentransmisi resistensi antimikroba (EFSA,
2010). Hingga Juni 2021 EFSA terus melakukan
pembaruan data QPS agen biologik yang
dapat digunakan di produk baik untuk hewan
maupun manusia dalam dokumen https:/
doi.org/10.5281/zenodo.1146566. (EFSA,
2021). Amerika Serikat melalui Food and Drug
Administration (FDA) sejak tahun 1998 hingga

sekarang telah mempublikasi daftar strain yang

adanya faktor

resistensi  antimikroba dan

dapat digunakan dalam Kklasifikasi Generally
Recognized as Safe (GRAS) yang dapat
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diunduh di www.accessdata.fda.gov/scripts/
fdcc/?set = GRASNotices . Adapun Jepang,
Thailand dan Cina juga telah mengeluarkan
daftar bakteri yang dapat digunakan dalam
produk makanan (Laulund et al., 2017).
Peraturan mengenai produk
probiotik  telah  dibuat beberapa
kementerian di Indonesia. Produk probiotik

registrasi
oleh

untuk manusia telah diatur dalam Peraturan
Kepala Badan Pengawas Obat dan Makanan
RI No. 13 tahun 2016 tentang pengawasan
klaim pada label dan iklan pangan olahan.
Pada peraturan ini ditetapkan tentang aspek
keamanan yang meliputi strain mikroorganisme
tidak menyebabkan infeksi, diketahui pola
resistansi, tidak membawa gen penyandi
resistensi, sumber mikroorganisme jelas, dan
ada evaluasi efek samping. Badan Pengawas
Obat dan Makanan juga telah mengatur secara
spesifik tentang cara pendaftaran probiotik
dalam Peraturan Badan Pengawas Obat dan
Makanan No 17 tahun 2021 tentang Pedoman
Penilaian Produk Suplemen Kesehatan
Mengandung Probiotik. Peraturan ini bertujuan
untuk melindungi masyarakat dari peredaran
suplemen kesehatan mengandung probiotik
yang tidak dengan persyaratan
keamanan, kemanfaatan, dan mutu,

sesuai
perlu
mengatur pedoman penilaian produk suplemen
kesehatan mengandung probiotik.

Kementerian Kelautan dan Perikanan
Republik Indonesia dalam Keputusan Direktur
Jenderal Perikanan Budidaya No. KEP.35/DJ-
PB/2012 telah membahas dan menetapkan
tentang produk probiotik, salah satunya
tentang Tata Cara Pengisian Formulir Teknis
Obat lkan telah mencantumkan syarat mikrob
yang digunakan yaitu pada Bab 1lI(C) tentang
Formulir C tentang pemeriksaan obat jadi,
mencakup: 1). Bukan berasal dari mikroba
yang patogen; 2). Maksimum mengandung 5
spesies dan sudah ada di Indonesia; 3). Cara
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identifikasi dan penetapan jumlah mikroba; 4).
Cara penentuan tidak adanya mikrob patogen;
5). Cara pemeriksaan sterilitas; dan 6).
Sertifikat Analisa terbaru, yang mencantumkan
uji
produk yang bersangkutan, ditandatangani dan
disahkan oleh personel Quality Control.
Beberapa peraturan telah dikeluarkan oleh

spesifikasi, persyaratan dan hasil dari

Kementerian Pertanian Republik Indonesia
terkait produk probiotik antara lain yaitu;
Keputusan Menteri Pertanian No. 695/Kpts/
TN.260/8/96 tentang Tatacara Pendaftaran
dan Pengujian Mutu Obat hewan. Obat hewan
yang didaftarkan harus dilengkapi dengan
syarat-syarat yang memberikan penjelasan
dalam bentuk dokumen obat hewan. Selain
itu, Peraturan Menteri Pertanian Republik
Indonesia No 14/PERMENTAN/PK.350/5/2017
tentang Klasifikasi Obat Hewan belum mengatur
probiotik secara spesifik. Probiotik masuk
dalam klasifikasi premiks atau sediaan yang
mengandung bahan obat hewan yang diolah
menjadi imbuhan pakan (Feed additive) atau
Pelengkap Pakan (Feed Supplement) Hewan
yang pemberiannya dicampurkan ke dalam
pakan atau air minum hewan yang dalam dosis
dan penggunaannya harus bermutu, aman dan
berkhasiat.

Kementerian Pertanian Republik Indonesia
belum mencantumkan proses pendaftaran
produk probiotik secara spesifik dalam suatu
peraturan tersendiri. Hasil kajian ini diharapkan
dapat menjadi bahan masukan ilmiah dalam
pembuatan kebijakan ketentuan atau peraturan
terkait pentingnya aspek keamanan pada
pembuatan produk probiotik yang dimulai
dari pemilihan seed mikroorganisme, proses
produksi yang bermutu serta pengujian produk
akhir yang menjamin mutu dan keamanan
produk probiotik. Kajian ini masih membutuhkan
pengujian lanjut yang lebih komprehensif salah
satunya menggunakan metode whole genome
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sequencing (WGS) sehingga dapat menyentuh
sisi identifikasi yang lebih diskriminatif,
identifikasi faktor virulen, gen resisten yang
dimiliki
keberadaan gen toksigenik.

pada plasmid dan kromosom dan

KESIMPULAN DAN SARAN

Dua puluh sampel probiotik yang
mengandung Enterococcus telah diuji mutu,
hasilnya semua sampel memenuhi syarat
uji fisik, uji kontaminasi dan uji identifikasi,
terdapat

syarat jumlah kandungan bakteri. Hasil uji

empat sampel tidak memenuhi

sensitifitas antibiotikdiperoleh semua isolat
resistan kloramfenikol dan eritromisin, 12 isolat
resistan tetrasiklin dan 12 isolat MDR dan
ditemukan gen resistan cat, ermB, tetK dan
tetM. Berdasarkan kajian ini disimpulkan bahwa
terdapat sampel probiotik Enterococcus yang
tidak memenuhi uji mutu dan adanya risiko
bahaya resistan terhadap beberapa antibiotik
serta ditemukannya gen resistan yang terletak
di plasmid yang berpotensi menyebarkan sifat
resistansi.

Uji sensitifitas antibiotik teknik agar dilusi
sangat kompleks dan dibutuhkan ketelitian
tinggi menggunakan
alat AST yang otomatis. Diperlukan uji yang

sehingga disarankan

komprehensif untuk mendeteksi gen resistan,
gen toksin dan gen virulen serta peraturan
obat hewan dari Kementerian Pertanian yang
spesifik untuk registrasi dan pengujian probiotik
yang menyentuh aspek keamanan.
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ABSTRAK

Rabies merupakan salah satu penyakit zoonosis tertua penting yang dapat menimbulkan kematian. Vaksinasi
pada hewan penular rabies adalah salah satu program pengendalian dan pemberantasan penyakit rabies.
Mutu vaksin rabies menjadi salah satu faktor penting untuk keberhasilan program vaksinasi yang dicanangkan
oleh pemerintah dalam pengendalian dan pemberantasan rabies. Unit uji virologi pada Balai Besar Pengujian
Mutu dan Sertifikasi Obat Hewan (BBPMSOH) telah menguji mutu sampel vaksin rabies dengan kode
WRD-0012021 yang digunakan dalam program vaksinasi rabies. Sampel vaksin diuji inaktivasi dan potensi
menggunakan metode sesuai Farmakope Obat Hewan Indonesia (FOHI) Jilid || Sediaan Biologik Tahun 2018.
Selanjutnya sebanyak 53 sampel serum anjing yang diambil tiga minggu pascavaksinasi rabies diuji dengan
menggunakan metode ELISA. Pengujian mutu vaksin rabies menunjukkan hasil memenuhi syarat, yaitu uji
inaktivasi hasilnya 100% terinaktivasi sempurna dan nilai indeks proteksi 5.5. Sedangkan hasil uji ELISA dari
serum anjing pascavaksinasi menunjukkan 100% serum menghasilkan titer antibodi seropositive dengan nilai
= 0,500 IU/ml, sehingga dapat disimpulkan bahwa program vaksinasi yang dilakukan berhasil, salah satunya
didukung oleh penggunaan vaksin Rabies yang bermutu.

Kata kunci: rabies, uji mutu, vaksin, ELISA

ABSTRACT

Rabies is one of the oldest and most important zoonotic diseases that can cause death. Vaccination of animals
that transmit rabies is one of the programs to control and eradicate rabies. The quality of the rabies vaccine
is an important factor in the success of the vaccination program launched by the government in controlling
and eradicating rabies. Virology laboratory at National Veterinary Drug Assay Laboratory (NVDAL) has tested
the quality of rabies vaccine samples with the code WRD-0012021 which are used in the rabies vaccination
program. Vaccine samples were tested for inactivation and potency using methods according to Indonesian
Veterinary Medicine Pharmacopoeia, 2" Edition 2018 for Biologic Products. Furthermore, 53 dog serum
samples were collected three weeks after rabies vaccination were tested using the ELISA method. Testing
the quality of the rabies vaccine showed that the results met the requirements, namely the inactivation test
resulted in 100% complete inactivation and a protection index value of 5.5. Meanwhile, the results of the ELISA
test from post-vaccination dog serum showed that 100% of the serum produced seropositive antibody titers
with a value of = 0.500 IU/ml, so it can be concluded that the vaccination program carried out was successful,
one of which is supported by the use of a quality Rabies vaccine.

Keywords: rabies, quality assay, vaccine, ELISA
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PENDAHULUAN

Rabies merupakan salah satu penyakit
zoonosis tertua penting yang menimbulkan
ancaman bagi manusia di dunia, khususnya
di Asia dan Afrika (Madhusudana et al., 2011).
Rabies disebabkan oleh virus dari
Lyssavirus (dalam keluarga Rhabdoviridae
dari ordo Mononegavirales) yang pertama kali

Genus

ditemukan pada abad ke-4 Sebelum Masehi
(SM). menyerang
syaraf pusat (SSP) mamalia yang juga dapat
berakibat fatal pada manusia yang ditularkan

Virus rabies susunan

melalui gigitan. Hampir semua infeksi manusia
disebabkan oleh gigitan Hewan Penular Rabies
(HPR) terutama anjing (Fook et al. 2017).
Pemerintah Indonesia melalui Direktorat
Jenderal Peternakan dan Kesehatan Hewan
Kementerian Pertanian,
program  pemberantasan
nasional dengan target bebas rabies pada

mencanangkan
rabies secara

tahun 2030. Rancangan untuk menjalankan
program tersebut disebut sebagai “Masterplan
Nasional Pemberantasan Rabies di Indonesia”
dengan misi yaitu secara bertahap mengurangi
rabies di Indonesia dengan tujuan akhir untuk
membebaskan masyarakat Indonesia dari
risiko tertular rabies. Pemberantasan rabies
melalui vaksinasi massal secara terus menerus
dan profilaksis pasca pajanan dengan target
mengeliminasi rabies pada manusia yang
dimediasi anjing di Indonesia (Diten PKH
2019).

Mutu vaksin rabies menjadi salah satu
faktor penting untuk keberhasilan program
vaksinasi yang dicanangkan oleh pemerintah
dalam pengendalian dan pemberantasan
rabies. Semua penelitian menunjukkan bahwa
pengendalian rabies melalui vaksinasi anjing
efektif dalam hal mengurangi kejadian rabies
pada anjing dan/atau manusia, dan sebagian
besar studi menunjukkan 70% cakupan tahunan
sudah memadai. Cakupan vaksinasi, kepadatan
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anjing, dan tingkat kelahiran diidentifikasi
sebagai faktor penting yang mempengaruhi
efektivitas vaksin rabies (Rattanavipapong et
al. 2019).

Tujuan dari penulisan ini adalah Balai Besar
Pengujian Mutu dan Sertifikasi Obat Hewan
(BBPMSOH) sesuai dengan tugas pokok dan
fungsinya melakukan pengujian mutu terhadap
vaksin  rabies (WRD-0012021), dengan
melakukan vaksinasi pada HPR dan mengukur

tingkat kekebalan yang dihasilkan.

METODE
Waktu dan Tempat
Pengujian mutu vaksin rabies dilaksanakan
di Unit Uji Virologi BBPMSOH pada sampel
vaksin rabies inaktif dengan kode WRD-
0012021. Pelaksanaan vaksinasi rabies dan
pengambilan serum 3 minggu pasca vaksinasi
dilakukan di salah satu penampungan hewan
(Rainbow Sanctuary Indonesia) di Kecamatan
Gunungsindur, Kabupaten Bogor pada bulan
September-Oktober 2021.
Metode Pengujian Sampel
Pengujian mutu terhadap sampel vaksin
rabies sesuai FOHI 2018, adalah sebagai
berikut :
1. Uji
mengetahui kesempurnaan dari inaktivasi
virus rabies didalam vaksin tersebut. Vaksin

inaktivasi yang bertujuan untuk

dinyatakan memenuhi syarat apabila suckling

mice yang diinokulasi dengan vaksin rabies

secara intracerebral (IC) tidak menunjukkan

adanya pertumbuhan virus rabies yang
dapat dilihat melalui pengamatan gejala
klinis terhadap rabies selama 14 hari.

2. Uji potensi dengan uji tantang sesuai metode
Habel. Vaksin diencerkan 10 kali dengan
larutan garam faali sterii (NaCl). Lima
puluh ekor mencit sehat dan peka umur
3—4 minggu, dibagi menjadi 5 kelompok,

divaksinasi 0,25 mL secara IP dengan
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vaksin yang telah diencerkan. Empat puluh

ekor mencit lainnya tidak divaksinasi,
dibagi menjadi 4 kelompok dan digunakan
sebagai kelompok kontrol. Empat belas hari
pascavaksinasi, setiap kelompok vaksinasi
ditantang secara IC dengan 0,03 mL dari
pengenceran virus rabies strain ganas yaitu

Challenge Virus Standard (CVS)) 101,10

2,103,10* dan 10° per ekor. Sedangkan 4

kelompok mencit kontrol ditantang dengan

0,03 mL dari pengenceran virus rabies strain

ganas (CVS) 10%,10° 107 dan 108 per

ekor. Pengamatan dan pencatatan mencit
yang mati atau menunjukkan gejala rabies
dalam jangka waktu 5 — 14 hari setelah
tantang dilakukan selama 14 hari. Vaksin
dinyatakan memenuhi syarat apabila nilai
indeks proteksi antara kelompok vaksinasi

dan kelompok kontrol tidak kurang dari 3.0.

3. Evaluasi pasca vaksinasi rabies, adalah
sebagai berikut:

a. Pelaksanaan vaksinasi pada HPR
sejumlah 53 ekor anjing, masing-masing
1 dosis secara sub cutan (SC).

b. Pengambilan serum 3 minggu pasca
vaksinasi sebanyak 53 sampel dan diuji
titer antibodinya dengan menggunakan
ELISAa Rabies Platelia-Rabies Kit — Bio
Rad. Quantitative.

Bahan dan Peralatan

Bahan dan alat yang digunakan pada saat
pengujian mutu sampel rabies adalah : vaksin
rabies inaktif (WRD-0012021), virus tantang

rabies standar (CVS), suckling mice umur 1

Tabel 1. Hasil Pengujian Mutu Vaksin Rabies

hari sebanyak 2 induk , mencit umur 4 minggu
sebanyak 90 ekor, syringe 3 mL, syringe 1 mL,
syringe untuk uji tantang, tabung 50 mL, rak
tabung, garam faali steril (NaCl), alkohol 70%,
marker, label, dan alat pelindung diri (APD) dan
ELISAKit (Elisa Rabies Platelia-Rabies Kit — Bio
Rad. Quantitative ).

HASIL
Vaksin rabies diuji dengan beberapa metode
untuk mengetahui mutunya, pengujian tersebut
meliputi uji inaktivasi, uji potensi dengan
mengukur indeks proteksi, dan uji serologis
menggunakan ELISA Kit. Hasil uji inaktivasi
pada suckling mice menunjukkan hasil 100
% tidak ada gejala klinis rabies pada masa
pengamatan dan uji potensi dengan mengukur
nilai indeks proteksi diperoleh nilai 5.5 (Tabel 1).
Berdasarkan hasil pengujian mutu vaksin rabies
(WRD-0012021) untuk uji ianktivasi dan potensi
menunjukkan hasil sesuai dengan persyaratan
mutu yang ada di dalam FOHI 2018.
Hasil  uiji pascavaksinasi
menggunakan metode ELISA diperoleh nilai

evaluasi

optical density (OD) dengan satuan International
Unit (IU) yang menunjukkan titer antibodi yang
terdapat pada sampel. Titer antibodi dikatakan
seropositif jika nilainya = 0,500 IU/mL yang
berarti terdapat antibodi dalam darah yang
mampu melindungi dari infeksi rabies. Hasil uji
dengan pemberian vaksinasi sesuai dosis label
vaksin menggunakan ELISA  menunjukkan
mampu menghasilkan titer antibodi seropositif
(=2 0,500 IU/mL) 100 % (53/53) (Tabel 2).

Nomor Sampel Uji Inaktivasi Uji Potensi
P Hasil Uji Persyaratan Mutu Hasil Uji Persyatan Mutu
WRD-0012021 100 % tidak 100 % tidak Nilai indeks Nilai indeks
menunjukkan menunjukkan gejala  proteksi antara proteksi antara
gejala Klinis klinis rabies kelompok kelompok vaksinasi
rabies vaksinasi dan dan kelompok
kelompok = 5.5 kontrol tidak kurang

dari 3.0
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Tabel 2. Hasil Titer Antibodi Pascavaksinasi Rabies dengan Metode ELISA

Hasil Uji ELISA
Kode Jenis Jenis Nama éIOJIéAD Persyaratan Mutu

Sampel Hewan Kelamin Hewan

(IlU/mL) Kualitatif (lU/mL) Kualitatif

1 1 Anjing Jantan  Jimbaran 1,700 Positif =~ =0-900  Positif
2 2 Anjing  Betina  Kuku 1,902 Positif ~ 20-500  Positif
3 3 Anjing  Jantan  Unyo 3806  Positif 20500  Positif
4 5 Anjing  Betina lteung >4,000 Positif 2 0.500  Positif
5 6 Anjing  Betina Unyu >4,000 Positif ~ 20.500  Positif
6 8 Anjing  Betina  Bonita >4,000 Positif ~ =0-500  Positif
7 9 Anjing  Jantan Kute >4,000 Positif ~ 20-500  Positif
8 10 Anjing Betina  Unya >4,000  pogjtif  =0.500  Positif
9 11 Anjng Jantan  Yoko >4,000  pogitif ~ =0.500  Positif
10 12 Anjing Betina  Melati 3385  Positif 20500  Positif
11 13 Anjing Betina  Unyi >4,000  pogitif 20500 Positif
12 14 Anjing  Jantan Bonbon >4,000 Positif =0.500 Positif
13 15 Anjing Jantan  Canggu 3,064 Positif ~ =0-900  Positif
14 18 Anjing  Jantan  Adna >4,000 Positif ~ 20.500  Positif
15 19 Anjing Jantan  Arjuno 1,384  Positif ~ =20-500  Positif
16 20  Anjng Jantan  Bromo 2,266  Positif =~ 20500  Positif
17 22 Anjing  pgeting  Lala >4,000  Positif =~ =0-500  Positif
18 23 Aning  jantan  Embul 3736  Positif 20500  Positif
19 25 Anjing  jantan Enong >4,000 Positif = 0.500  Positif
20 29 Anjing pgetng  Dangdang 4000 positif 20500 Positif
21 45 ANing  jantan  Snopy >4,000 Positif 20500  Positif
22 47  Anjing  geting  Nubi 2945  Posiif 20500  Positif
23 48 Anjing  jgntan Mix >4,000  Positif ~ 20500  Positif
24 49 Anjing  jontan  Scuby 3,113  Positif ~ =20.500  Positif
25 50  Aning junan  Mingming 4000 pogif  20.500  Positi
26 51 ANjing  Beting  Lexy >4,000 Positif 20500 Positif
27 56 Anjing  BReting Broni 3,377 Positif 20.500 Positif
28 58 ANiNg  Jjantan Ciko >4,000 Positif 20.500 Positif
29 61 Anjing Jantan Beuty >4,000 Positif =0.500 Positif
30 62  Anjing pgetng  Palde >4,000  pogitif ~ 20.500  Positif
31 65  Aning  jantan  Koko 3274  Positif 20500  Positif
32 66  Aning  jatan  Monco >4,000  pogitif ~ =0.500  Positif
33 67 Anjing  jantan Surya >4,000 Positif = 0.500  Positif
3¢ 68  Anjing  jantan ~ Gendon  “4000  pogitif - 20.500  Positif
35 69  Anjing  jantan  Kaka 3706  Positif ~ =0.500  Positif
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Hasil Uji ELISA
No Kode Jenis Jenis Nama asélojléAD Persyaratan Mutu
Sampel Hewan Kelamin Hewan
(IU/mL) Kualitatif (IlU/mL) Kualitatif

36 70 Anjing  jantan  Brangus >4,000 Positif i 0.500 Pos!t!f
37 71 Anjing  jantan  Black >4,000 Positif : 0.500 Pos!t!f
38 72 Anjing  Jantan Tonti >4,000 Positif ; 0.500 Pos!t!f
39 73 Anjing geting  Keke >4000  positif - 0.500  Positif
40 74 Aning  geting  Beris 4,000 positif : 0.500  Positif
41 75 Anjing  jantan  Sapi >4,000 Positif 2 0.500 Pos!t!f
42 76 Anjing  jantan | Kendi >4,000  pogitif ~ =0.500  Positif
R e
44 79 Anjing  jgntan  Boy ! Positif = 0- osit
45 80  Anjing  jontan ~ Bebe 3,304  Positif 20500  Positif
6 on e U e e
47 82  Anjing  pgeting  Blecky ! Positif S ositi
48 83 Anjing  jantan Brena >4,000 Positif ; 0.500 Posft!f
49 84  Aning pgetng  BeNo >4,000  positif - 0.500  Positif
50 85  Anjing  jgntgn  Sanur 2,053  Positif 20500  Positif
51 86  Anjing  jontan  Endull 0,865  Positif 20500  Positif
52 87  Anjing  jotan  Kubilai >4,000  positif i 0.500  Positif
53 88 Anjing  jantan  Kopi >4,000 Positif ~ 20.500  Positif

Keterangan : IU = International Unit; Negatif = Tidak protektif ; Positif = Protektif

PEMBAHASAN

Uji inaktivasi penting dilakukan pada vaksin
inaktif yang mengandung virus patogen yang
bersifat zoonotik. Titik kritis pada proses uji
inaktivasi vaksin bertujuan untuk memastikan
bahwa virus dalam vaksin tersebut telah
diinaktivasi secara sempurna sehingga aman
digunakan, tidak akan menyebarkan virus
ke lingkungan dan tidak akan menimbulkan
wabah (Natih et al. 2021).Pengujian potensi
vaksin rabies pada prinsipnya dilakukan
untuk mengetahui sejauh mana kemampuan
vaksin rabies dalam pembentukan kekebalan
pada hewan percobaan setelah di tantang
dengan virus standar. Vaksin rabies dikatakan
baik apabila dapat menimbulkan kekebalan
yang cukup pada hewan percobaan setelah
ditantang dengan rabies dengan
mengukur nilai indeks proteksi. Mengacu pada

virus
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standar pengujian yang terdapat di Farmakope
Obat hewan Indonesia (FOHI) bahwa standar
minimal kelulusan vaksin rabies pada hewan
percobaan (mencit) apabila nilai indeks proteksi
antara kelompok vaksinasi
kontrol tidak kurang dari 3.0.

Mutu vaksin dipengaruhi oleh beberapa
faktor antara lain sifat imunogenik strain

dan kelompok

vaksin, kandungan jumlah mikroorganisme,
cara pembuatan vaksin, distribusi dan
penyimpanannya. Faktor-faktor tersebut
merupakan mata rantai yang memerlukan
penanganan dan pengawasan serta
pemantauan agar vaksin selalu terjamin
mutunya (Natih et al. 2011).Keberhasilan

vaksinasi pada hewan atau manusia dapat diuji
menggunakan ELISA, metode ini merupakan
salah satu metode yang digunakan untuk
mendeteksi antibodi rabies pada serum hewan
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(anjing) serta pada serum manusia Titer
antibodi ini digunakan untuk mengkonfimasi
respons antibodi setelah dilakukan vaksinasi
pada anjing (Santosa et al. 2021).

Antibodi adalah bahan kimia khusus yang
mampu mengikat antigen spesifik. Antibodi
spesifik dapat diukur menggunakan antigen
yang telah ditentukan dan hal ini merupakan
dasar dalam berbagai uji biologi diagnostik
termasuk ELISA. Hasil dari uji ELISA, diperoleh
dari pengukuran absorbansi menggunakan
ELISA reader (Santosa et al. 2021). Antibodi
puncak respon pada hewan peliharaan secara
klasik dilaporkan dalam literatur antara 3
sampai 6 minggu setelah vaksinasi. Pengujian
titer antibodi pascavaksinasi rabies harus

memperhatikan interval antara vaksinasi
dan pengujian titer antibodi. Beberapa faktor
lain seperti usia, status reproduksi, dan
imunosupresi juga berperan penting (Minke et
al. 2009).

Vaksin rabies dianggap protektif terhadap
hewan target jika hewan target memiliki antibodi
mencapai titer minimal yaitu tidak kurang dari
0.500 IU/ml (WHO 1985). Standar
dapat menimbulkan tingkat kekebalan yang
akan berkorelasi dengan kemampuan hewan

untuk melindungi diri terhadap infeksi virus

tersebut

rabies. Jika titer anti bodi tidak mencapai atau
kurang dari 0.500 IU/ml maka vaksin dianggap
tidak mampu untuk memproteksi atau tidak
mampu menimbulkan kekebalan pada tubuh
hewan target sehingga tidak akan mampu untuk
melindungi hewan target dari serangan atau
infeksi virus rabies (Sari Sayu et al. 2021). Hasil
pengujian serologis yang dilakukan didapatkan
hasil bahwa semua sampel yang mewakili 53
individu anjing memiliki titer antibodi =0.500
IU/ml dengan titter anti bodi tertinggi mencapai
24.000 IU/ml dan titer anti bodi terendah
mencapai 0,865 IU/ml, dengan demikian dapat
disimpulkan bahwa vaksin yang disuntikan
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pada hewan target (anjing) yang dijadikan
objek pengujian memiliki antibodi yang mampu
memberikan proteksi atau dapat melindungi
hewan dari infeksi virus rabies.

Metode uji serologis untuk rabies dapat
menggunakan metode uji ELISA dan metode
Virus Neutralization (VN). Tujuan
penggunaan metode uji serologi untuk rabies

utama

adalah untuk menentukan respons antibodi
hewan pascavaksinasi pada hewan domestik
dalam rangka pengendalian rabies, kegiatan
pemantuan hewan yang berkaitan dengan
perjalanan internasional, atau untuk memantau
kampanye vaksinasi massal
dan spesies lainnya.

ELISA merupakan uji serologis yang cepat

pada anjing
reservoir satwa liar
dan efektif karena tidak memerlukan virus
rabies yang hidup. Melalui metode ini mampu
dideteksi antibodi secara spesifik karena
dapat mengikat antigen virus rabies, terutama
bagian glikoprotein dan nukleoprotein virus
rabies. Metode uji ELISA untuk Rabies dapat
juga digunakan untuk memantau keberhasilan
vaksinasi rabies pada spesies satwa liar, dan
saat ini sudah terdapat kit ELISA komersial
yang telah direkomendasikan untuk memantau
vaksinasi rabies pada rubah dan racoon
(Wasniewski et al., 2016) (OIE 2018).

Virus netralisasi pada prinsipnya adalah
metode uji yang digunakan untuk mendeteksi
jumlah virus homolog dengan antibodi yang
ternetralisasi. Metode digunakan untuk
mengetahui tingkat protektifitas vaksin secara

ini

invitro. Titikkritisdalampengujianvirusnetralisasi
adalah serum berkualitas sangat berpengaruh
pada validitas uji, serum yang kualitas buruk
dapat menyebabkan sitotoksisitas dalam tes
VN dan dapat menyebabkan hasil positif palsu.
Terdapat korelasi antara uji ELISA dan VN yaitu
kedua metode tersebut berkorelasi kuat dalam
titer antibodi

mendeteksi pasca vaksinasi.

Korelasi tersebut sangat tergantung pada jenis
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ELISA dan tingkat sensitivitas dan spesifisitas
yang bervariasi.

Hingga saat ini, kit ELISA Rabies yang
beredar di Indonesia baik jenis ELISA direct,
ELISA indirect atau pun ELISA kompetitif belum
ada yang tervalidasi oleh lembaga pemerintah.
Secara umum penggunaan kit ELISA Rabies
untuk mengukur titer antibodi pascavaksinasi,
untuk memantau pergerakan atau perdagangan
hewan secara internasional (Wasniewski et al.,
2014). Namun upaya memantau pergerakan
hewan dari satu daerah ke daerah lain di
Indonesia atau untuk keperluan perdagangan
internasional belum dapat menggunakan
Kit ELISA Rabies karena kit ELISA tersebut
belum tervalidasi oleh lembaga pemerintah
dan validasi kit ELISA harus dilakukan dengan
benar sesuai dengan tujuan penggunaanya
(Wasniewski et al., 2016) (OIE 2018).

Upaya pengendalian rabies
dilakukan dengan vaksinasi terhadap anjing

umumnya

peliharaan dan eliminasi pada anjing-anjing liar,
selain itu dilakukan juga sosialisasi pada warga
tentang penyakit rabies. Upaya pengendalian
ini belum berjalan secara optimal hal ini terlihat
padapenyakit rabies masih menyebar dengan
sangat mudah dan cepat (Adjid et al., 2005).
Keberhasilan vaksinasi rabies ditandai dengan
adanya antibodi pasca vaksinasi. Banyaknya
kendala saat vaksinasi menjadi penyebab
kurang optimalnya vaksin yang masuk ke dalam
tubuh hewan tersebut sehingga antibodi yang
diproduksi kurang maksimal. Hal inilah yang
menyebabkan pentingnya untuk mendeteksi
level antibodi yang terbentuk pasca vaksinasi
untuk melihat tingkat kekebalan individu pasca
vaksinasi. Pilihan vaksin dan waktu tes darah
adalah faktor penting dalam mencapai tes
serologis yang sukses hasil setelah vaksinasi
rabies (Minke et al. 2009).

Keberhasilan ditandai

dengan tumbuhnya titer antibodi yang bersifat

vaksinasi rabies
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seropositif (20,500 IU/mL) pasca vaksinasi.
Salah satu uji yang dilakukan untuk memonitor
pertumbuhan antibodi adalah ELISA (Enzyme
Linked Immunosorbent Assay) (Cahyana et al.
2021). Metode ELISA merupakan salah satu
metode yang bersifat kuantitatif untuk deteksi
terhadap virus rabies. Seropositif
merupakan keadaan titer antibodi pada darah

antibodi

mampu melindungi dari penyakit rabies dengan
jumlah titer antibodi diatas 0,500 IU/mL (WHO,
1985; Prasatya et al., 2018). Tingginya nilai
titer antibodi protektif (100%) yang diperoleh
menunjukkan bahwa vaksinasi yang diberikan
berhasil menimbulkan kekebalan terhadap
penyakit rabies.

Menurut WHO (1998), ada banyak faktor
yang mempengaruhi keberhasialan vaksinasi,
yaitu
yang dapat protektif selama 2 tahun atau lebih
tim vaksinator

vaksin yang digunakan yaitu vaksin

dengan satu kali vaksinasi;
yang terlatih; pengelolaan komponen sistem
yang meliputi

rantai dingin

penggunaan pelayanan kesehatan, peralatan

yang benar

untuk penyimpanan dan trasportasi vaksin,
prosedur pengelolaan program dan kontrol
distribusi vaksin. World Organization for Animal
Health (WOAH) selaku organisasi dunia untuk
kesehatan hewan, menyatakan bahwa vaksin
yang disuntikan harus memberikan kekebalan
protektif setidaknya selama satu tahun dan
pengujian potensi vaksin dapat ditetapkan
serta dikendalikan dengan menggunakan tes
yang diformulasikan oleh farmakope yang
diakui oleh masing-masing negara (OIE 2018).
Sedangkan WHO (World Health Organization)
menyatakan bahwa vaksin yang baik adalah
vaksin yang dapat protektif atau melindungi
target selama dua tahun atau lebih dengan satu
kali penyuntikan vaksin (WHO 1998).

Uji potensi
laboratorium menggunakan 2 jenis pengujian

vaksin yang dilakukan di

yaitu uji tantang dengan menghitung nilai indeks
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proteksidan uji ELISA. Hasil ujitantang diperoleh
nilai indeks proteksi sebesar 5.5, sedangkan
nilai minimum kelulusan yaitu sebesar =3.0.
Vaksin rabies yang diuji pada hewan percobaan
di laboratorium yang memiliki nilai potensi
sesuai dengan standar kelulusan maka akan
mampu memberikan proteksi terhadap hewan-
hewan target yang divaksinasi Uji ELISA pada
hewan target didapatkan individu hewan target
memiliki titter antibodi antara 0,865 IU/ml sampai
dengan 24.000 IU/ml, sedangkan standar titer
antibodi minimal adalah tidak kurang dari 0.500
IU/ml.Berdasarkan hal tersebut maka dapat
dikatakan bahwa vaksin yang digunakan dalam
penelitian ini memiliki kualitas yang baik karena
memiliki nilai yang melebihi standar minimal
yang dapat memproteksi atau melindungi
hewan target dari infeksi virus rabies karena
dapat menimbulkan respon kekebalan dengan
terbentuknya anti bodi di dalam tubuh. Selain
itu dapat dikatakan pula, jika. Tingginya nilai
titer antibodi protektif (100%) yang diperoleh
menunjukan bahwa vaksinasi yang diberikan
berhasil.

Menurut (Moreira Beatriz, et.al,.2020) untuk
memastikan kualitas dan konsistensi produksi
suatu vaksin, beberapa pedoman internasional
dan lokal serta monografi telah menetapkan
berbagai pengujian yang waijib dilakukan untuk
pelepasan suatu vaksin diantaranya adalah
uji potensi, uji inaktivasi, uji keamanan dan
uji pirogenesitas terhadap hewan percobaan
laboratorium. Pengujian vaksin rabies di
Indonesia yang mengacu pada Farmakope
Obat Hewan Indonesia (FOHI), seluruh metode
pengujian vaksin rabies dilakukan secara in
vivo vyaitu inokulasi secara langsung pada
hewan percobaan dan vaksin rabies harus
lulus standar uji potensi, uji keamanan dan uiji
inaktivasi terhadap hewan percobaan sebelum
diedarkan

suatu vaksin dilepaskan atau

(DitienPKH 2018).
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Kualitas vaksin rabies yang sudah lulus
uji oleh BBPMSOH sebagai pemegang
otoritas untuk uji mutu dan sertifikasi tidak
hanya ditentukan dari hasil uji laboratorium
oleh BBPMSOH tetapi juga disebabkan oleh
berbagai faktor. et.al,,
(2021) faktor lain yang sangat berpengaruh
terhadap kualitas vaksin adalah sistem “rantai
dingin (Cold Chain)”
pendistribusian vaksin yang harus selalu dijaga
dalam kondisi baik. Sistem rantai dingin ini
terdiri dari serangkaian hubungan mulai dari

Menurut Wulandari

dari penyimpanan dan

penyimpanan dan pengangkutan,
dengan pendistribusian yang semuanya
dirancang untuk menjaga vaksin pada suhu

yang benar sehingga mencapai

sampai

penerima.
Rantai dingin tersebut setidaknya memiliki
tiga faktor yang akan mempengaruhi kualitas
vaksin yaitu penyimpanan dan transportasi
vaksin pada saat pendistribusian, petugas
yang bertanggung jawab terhadap penanganan
vaksin serta petugas vaksinator yang terlatih
dan standar operasional prosedur yang
efisien. Rantai dingin ini mengharuskan suhu
penyimpanan tetap terjaga pada kisaran 2-8°C
mulai dari refrigerator di pabrik pembuatan
vaksin kemudian dibawa ke tingkat distributor
dan ketempat-tempat penyedia vaksin sampai
dengan vaksin diberikan atau disuntikan ke
hewan target.

KESIMPULAN

Vaksin rabies yang bermutu dan waktu
pengujian serum pascavaksinasi adalah faktor
penting dalam keberhasilan uji serologis
(Minke et al. 2009). Vaksin rabies WRD-
0012021 mempunyai mutu yang baik, yaitu
vaksin terinaktivasi sempurna dan memiliki
indeks protektif lebih dari 3.0. Hasil uji serum
pascavaksinasi menunjukkan tingginya nilai
titer antibodi protektif yaitu 20.500 IU/ml pada
100% hewan target, hal ini menunjukan bahwa
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vaksinasi rabies yang diberikan pada hewan
target menimbulkan kekebalan terhadap rabies.
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ABSTRAK

Validasi metoda merupakan pembuktian bahwa suatu metoda yang dikembangkan menghasilkan hasil uji
yang valid. Sebagai laboratorium penguji, maka Balai Besar Pengujian Mutu dan Sertifikasi Obat Hewan
(BBPMSOH) selalu berpedoman pada ISO/IEC 17025:2017. Salah satu klausul dalam ISO/IEC 17025:2017
adalah tentag validasi metoda. Tujuan dari studi ini adalah melakukan validasi terhadap metoda uji potensi
antibiotik spektinomisin dengan menggunakan Escherichia coli NIHJ yang dikembangkan oleh Unit Uji
Farmasetik dan Premiks, BBPMSOH. Metode yang dilakukan adalah pengujian potensi dengan menggunakan
uji hayati, adapun kuman uji yang digunakan adalah menggunakan kuman uji E. coli NIHJ. Parameter
validasi yang digunakan adalah presisi, akurasi, linearitas, limit of detection (LOD)/batas deteksi, limit of
quantification (LOQ)/batas kuantitasi dan spesifisitas. Hasil pengujian menunjukkan nilai presisi yang baik
dengan nilai coefficient of variance (CV) uji adalah 0,53%, nilai akurasi yang baik yaitu 99,90%, nilai linearitas
(R? 0,994, nilai LOD 1,134 pg/ml , nilai LOQ 1,524 ug/ml, dan spesifisitas yang baik yaitu dengan nilai CV
0,328%. Berdasarkan hasil validasi tersebut maka metode potensi dengan menggunakan kuman uji E. coli
NIHJ menunjukkan hasil unjuk kerja yang baik dan dapat digunakan untuk analisa rutin uji potensi antibiotik
spektinomisin di laboratorium.

Kata kunci: Escherichia coli, spektinomisin, potensi, validasi.

ABSTRACT

Method validation is proof that a method developed produces valid test results. As a testing laboratory, National
Veterinary Drug Assay Laboratory (NVDAL) follows ISO/IEC 17025:2017. One of the clauses in ISO/IEC
17025:2017 is about method validation. The purpose of this study was to validate the potency test method
for spectinomycin using Escherichia coli NIHJ which was developed by the Laboratory Pharmaceutical and
Premix, NVDAL. The validation parameters used are precision, accuracy, linearity, limit of detection (LOD),
limit of quantification (LOQ) and specificity. The test results exhibited a good precision value with a coefficient
of variance (CV) value 0.53%, a good accuracy value of 99.90%, a linearity value (R?) was 0.994, LOD value
1.134 ug/ml, LOQ value 1.524 ug /ml, and good specificity with CV value 0.328%. Based on the validation
results, the potency method test using the E. coli NIHJ showed good performance results and could be used
for routine analysis of the potency test of spectinomycin antibiotics in the laboratory

Keywords: Escherichia coli, spectinomycin, potency, validation
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PENDAHULUAN

Spektinomisin merupakan antibiotik
aminosiklitol yang dihasilkan dari
mikroorganisme  Streptomyces  spectabilis

dan mempunyai struktur kimia yang sama
seperti golongan aminoglikosida (Toncho dkk,
2015). Spektinomisin merupakan antibiotik
bakterisidal ini memiliki aktivitas spektrum luas
terhadap bakteri Gram positif dan Gram negatif
(misalnya Mannheimia haemolytica, Pasteurella
multocida, Escherichia coli), anaerob fakultatif
(misalnya Actinomyces bovis), dan spesies
yang berbeda dari Mycoplasma (Elkomy dan
Aboubakr, 2020; Khan dkk, 2022). Antibiotik
ini dapat digunakan baik sebagai zat aktif
tunggal maupun kombinasi, umumnya dengan
linkomisin, pada unggas untuk pengobatan air-
sacculitis yang disebabkan oleh Mycoplasma
sinoviae ataupun Mycoplasma gallisepticum
dan penyakit pernafasan yang kronis serta
kompleks yang disebabkan oleh E. coli dan M.
gallisepticum (Elkomy dan Aboubakr, 2020).
Sesuai dengan Peraturan Menteri Pertanian
RI Nomor 43 tahun 2020, Balai Besar Pengujian
Mutu dan Sertifikasi Obat Hewan (BBPMSOH)
mempunyai tupoksi melakukan pengujian dan
pengembangan metode pengujian mutu obat
hewan. Guna memperoleh hasil pengujian
mutu obat hewan yang valid, maka dilakukan
validasi terhadap metode uji yang telah
dikembangkan oleh BBPMSOH. Menurut SNI
ISO IEC 17025: 2017, validasi metode adalah
konfirmasi melalui pengujian dan penyediaan
bukti objektif bahwa persyaratan tertentu
untuk suatu maksud terpenuhi (Farida, DN
dkk., 2018). Tujuan utama validasi metode
yaitu untuk menghasilkan hasil analisis yang
paling baik (Rohman, 2009). Menurut Harmita
(2004), validasi metode pengujian adalah
suatu tindakan penilaian terhadap parameter
tertentu, berdasarkan percobaan laboratorium,

47

untuk membuktikan bahwa parameter tersebut
memenuhi  persyaratanan
Parameter validasi metode adalah presisi
akurasi (kecermatan/
ketepatan), selektifitas (spesifitas),
of detection (LOD/batas deteksi),
quantification (LOQ)/batas kuantitas). linearitas,
rentang, kekuatan/ketegaran (robustness)
(Farida, DN dkk., 2018; Harmita, 2004;
Kemenkes, 2020). Kriteria penerimaan untuk
masing-masing parameter dikatakan baik yaitu
untuk presisi apabila nilai CV kurang dari 2 %,

penggunaannya.

(keseksamaan),
limit
limit of

akurasi/nilai perolehan kembali yaitu berada
antara 90-107%, nilai linearitas (R?) = 0,99%
(Harmita, 2004; Kemenkes, 2020). Parameter
yang digunakan dalam validasi metode dipilih
sesuai dengan jenis dan metode pengujian
yang akan divalidasi.

BBPMSOH dalam melakukan pengujian
potensi  antibiotik  spektinomisin  serbuk
menggunakan yaitu
Farmakope Obat Hewan Indonesia (FOHI) jilid
Il edisi 4 tahun 2009 dengan menggunakan
kuman standar Klebsiela pneumonia ATCC

referensi metode

10031. Dalam rangka pengembangan metode,
Unit Uji Farmasetik dan Premiks, BBPMSOH,
mengembangkan metode pengujian potensi
antibiotik  spektinomsin  sediaan  serbuk
menggunakan bakteri standar E. coli NIHJ.
Penggunaan bakteri standar E. coli dalam
pengujian ini karena bakteri ini lebih aman
dibandingkan dengan Klebsiella pneumoniae.
Hal
mikroorganisme kelompok risiko 1 (University of
South Carolina, 2023; WHO, 2004) sedangkan
untuk Klebiella pneumoniae termasuk dalam
kategori kelompok risiko 2 (FDA, 2023). Guna
mengetahui bahwa metode yang dikembangkan
memiliki unjuk kerja yang baik dan hasil valid
maka dilakukan validasi metode.

ini karena E. coli termasuk dalam
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MATERI DAN METODE
Materi dan Alat

Bahan yang digunakan standar spektinomisin
(Sigma lot 35H0106), bahan baku spektinomisin
HCI 81,82% (no. bets 3232105029C dan
kadaluarsa tahun 2024), arsip sampel yang tiap
gramnya mengandung spektinomisin 444,67
mg dan linkomisin 222 mg (kadaluarsa tanggal
20/11/2026), E. coli NIHJ, K. pneumonia ATCC
10031, monopotasium phosphat (KH,PO,
Merck Germany.), potassium hydroxide (KOH,
Merck- Germany , Distillated water (DW),
pepton (Difco-France), beef extract (Difco-
France), yeast extract (Difco-France), D(+)
glucose (Merck-Germany), dan agar (Bacto-
France).

Alat yang digunakan adalah timbangan
analitik (Shimadzu-Jepang), inkubator
(Hirasawa, Jepang), kompor listrik,
mixer, erlenmeyer, botol duran 1000 ml, kertas

vortex

timbang, tabung, otoklaf (Tomy, Jepang), cawan
petri, waterbath (Memerth), pipet serologis
(pyrex, Jepang), magnetic stirrer, pH meter
(Metrohm), silinder cup, dan caliper (Mitutoyo).

Metode
Pembuatan buffer 4

Sebanyak 13,3 g KH,PO, dan 6,2 ¢
KOH ditimbang dan dimasukkan dalam beaker
glass, kemudian dilarutkan dengan 1000 ml
DW, dan diaduk perlahan hingga homogen.
Kemudian pH disesuaikan menjadi 8,0+0,1
dengan NaOH 1 N atau H,PO, 1 N Setelah
pH sesuai, masukkan larutan buffer 4 dalam
botol duran dan disterilkan dalam otoklaf 121°C
selama 15 menit.
Pembuatan medium 8

Pepton, beef extract, yeast extract,
dan D(+) glukosa ditimbang masing-masing
sebanyak 6 g, 1,5 g, 3 g, dan 1 g, kemudian
dimasukkan dalam beaker glass dan dilarutkan

dengan 1000 ml DW, selanjutnya diaduk
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hingga homogen. Kemudian pH disesuaikan
menjadi 8,0+0,1 dengan NaOH 1 N atau HCI
1 N. Setelah pH sesuai, larutan dimasukkan
ke dalam botol duran yang telah berisi agar
15 g, kemudian direbus sampai agar larut,
dan disterilkan dalam otoklaf 121°C selama 15
menit.
Persiapan standar uji potensi dan deret
standar

Standar spektinomisin ditimbang minimal 10
mg kemudian dilarutkan dengan buffer 4 hingga
diperoleh stok standar dengan konsentarsi
1000 pg/ml. Kemudian dari larutan stok standar
dilakukan pengenceran dengan buffer no 4
hingga diperoleh standar konsentrasi tinggi
(SH) 200 pg/ml dan konsentrasi rendah (SL)
50 pg/ml. Dibuat deret standar, dimana larutan
stok standar 1000 pg/ml diencerkan dengan
buffer no 4 hingga diperoleh larutan standar
400 pg/ml, 200 pg/ml, 100 pg/ml, 50 pg/ml dan
25 pg/ml.
Persiapan sampel uji

Bahan baku spektinomisin ditimbang 1

g, kemudian dilarutkan dan diencerkan dengan
buffer 4 hingga diperoleh sampel konsentrasi
tinggi (UH) 200 pg/ml dan sampel konsentrasi
rendah (UL) 50 pg/ml. Arsip sampel ditimbang,
kemudian dilarutkan dan encerkan dengan
buffer 4 hingga diperoleh sampel konsentrasi
tinggi (UH) 200 pg/ml dan sampel konsentrasi
rendah (UL) 50 ug/ml.

Tahap Pengujian
Uji Potensi antibiotik

Cawan petri diisi dengan media biakan yang
terdiri dari dua bagian yaitu lapisan dasar (base
layer) yang hanya terdiri dari medium biakan
saja yaitu media no. 8 dan lapisan atas (seed
layer) yang terdiri dari medium biakan dengan
campuran kuman uji. Lapisan atas dibuat
dengan menambahkan 0,2 ml suspensi biakan

E. coli NIHJ ke dalam 50 ml media no. 8.



Buletin Pengujian Mutu Obat Hewan No. 32 Tahun 2023 - BBPMSOH

Untuk satu kali pengujian potensi diperlukan
5 cawan petri, masing-masing diisi dengan
lapisan dasar yaitu media no 8 sebanyak 18
ml dan didiamkan hingga padat. Kemudian
dimasukkan lapisan atas sebanyak 4 ml dan
didiamkan hingga lapisan tersebut padat.
Setelah media siap, kemudian diletakkan empat
buah silinder di atas lapisan media pada cawan
petri sehingga jarak antara silinder tidak kurang
dari 28 mm dengan letak berseberangan seperti
membentuk bidang bujur sangkar. Kemudian
diteteskan sebanyak 280 ul larutan standar
dan larutan sampel sediaan ke dalam silinder
pada cawan petri dengan menggunakan
micropipette secara berurutan sebagai berikut:
silinder pertama diisi dengan larutan standar
kadar tinggi (SH), silinder kedua diisi dengan
larutan sampel sediaan kadar tinggi (UH),
silinder ketiga diisi dengan larutan standar
kadar rendah (SL), dan silinder keempat diisi
dengan larutan sampel sediaan kadar rendah
(UL). Inkubasi pada suhu 37 = 0,5°C selama
10-18 jam. Potensi antibiotik dihitung dengan

mengukur zona hambat yang terbentuk.
B (UH+UL) - (SH+ SL)

= [UH+ SH) = (UL+ SD) < ‘o84

Keterangan:

P = potensi (dalam %)

SH = diameter daerah hambatan yang
ditimbulkan standar kadar tinggi

UH = diameter daerah hambatan yang
ditimbulkan sediaan kadar tinggi

SL = diameter daerah hambatan yang
ditimbulkan standar kadar rendah

UL = diameter daerah hambatan yang
ditimbulkan sediaan kadar rendah

Uji Presisi

Penetapan presisi metode dilakukan

dengan dua cara yaitu dengan pengulangan

pengujian dengan menghitung nilai CV
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menggunakan bahan baku spektinomisin HCI
dan membandingkan uji yang dikembangkan
dengan uji standar dalam FOHI Jilid Il Edisi 4
Tahun 2009. Penetapan presisi berdasarkan
nilai CV dilakukan dengan melakukan pengujian
potensi sampel bahan baku spektinomisin HCI
serbuk dengan kandungan spektinomisin 818,2
g/kg sebanyak 12 kali dengan menggunakan
NIHJ. Nilai presisi
ditentukan dengan menghitung nilai CV dari
nilai potensi antibiotik yang diperoleh. Nilai
keberterimaan CV untuk presisi yang baik pada

bakteri standar E. coli

pengujian ini adalah kurang dari 2%.

Penetapan presisi selanjutnya dilakukan
dengan pengujian potensiarsip sampel dengan
kandungan campuran spektinomisin base 66,7
g9/150 g dan linkomisin 33,3 g/150 g dengan
menggunakan bakteri standar E. coli NIHJ
dan dengan menggunakan bakteri standar K.
pneumonia ATCC 10031 sesuai FOHI Edisi 4
Jilid 2 Tahun 2009. Tiap pengujian dilakukan
sebanyak 12 kali. Hasil uji kedua metode
kemudian dibandingkan dengan menggunakan
uji t. Metode uji potensi dengan bakteri
standar E. coli NIHJ dinyatakan presisi apabila
berdasarkan hasil uji t (0=0,05), tidak berbeda
dengan hasil uji mengggunakan bakteri standar
K. pneumonia ATCC 10031 sesuai FOHI Edisi
4 Jilid 2 Tahun 2009.

Uji Akurasi

Akurasi metoda dihitung dengan melakukan
penetapan kadar standar spektinomisin untuk
menemukan perolehan kembali terhadap nilai
kadar standar sebenarnya. Uji ini dilakukan
dengan menghitung nilai perolehan kembali
(recovery) dengan uji potensi terhadap
working standard. Pengujian terhadap standar
dilakukan sebanyak 6 kali. Kemudian dihitung
rata-rata hasil pengujian potensi working
standard spektinomisin sebagai prosentase
nilai perolehan kembali (nilai akurasi). Kriteria
penerimaan akurasi/nilai perolehan kembali
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yaitu berada antara 90 — 107 %.
Uji Linearitas

Linearitas metoda diuji dengan melakukan
prosedur uji potensi antibiotik terhadap standar
yaitu
masing-masing 400 pg/ml, 200 pg/ml, 100
pMg/ml, 50 pyg/ml dan 25 pg/ml. Pada validasi
metode ini, pengujian nilai linearitas dilakukan

spektinomisin dengan 5 konsentrasi

tiga kali pengulangan dan diambil rata-ratanya
pada tiap konsentrasi dan kemudian dihitung
linearitasnya. Data yang diperoleh kemudian
dihitung secara statistika dengan menentukan
nilai koefisien korelasi (R?), intersep (a) dan
slope (b). Suatu metode dinyatakan baik jika
memiliki linearitas = 0,99 (Kemenkes, 2020).

Limit of Detection (LOD) dan Limit of
Quantification (LOQ)

Perhitungan nilai LOD dan LOQ dilakukan
dengan menggunakan konsentrasi terkecil dari
deret linearitas yang digunakan yaitu 25 ug/ml
sebanyak enam kali. Rumus yang digunakan
untuk menghitung LOD dari satu/ beberapa titik
konsentrasi sebagai berikut:

((SD (y-y1)*x 3) / slope
Nilai LOQ didapat dengan menggunakan
rumus:

((SD (y-y1)>x 10) / slope
Spesifisitas

Parameter spesifisitas metode uji potensi
dengan menggunakan bakteri E. coli NIHJ
dilakukan untuk membuktikan bahwa adanya
zat lain dalam sediaan tidak akan mengganggu
hasil uji potensi spektinomisin. Sampel yang
digunakan adalah sampel yang tiap gramnya
mengandung spektinomisin 444,67 mg dan
linkomisin 222 mg. Parameter yang dievaluasi
adalah perbandingan diameter yang didapatkan
dari spektinomisin sediaan dan standar dengan
konsentrasi tinggi (200 pg/ml) dan konsentrasi
rendah (50 pg/ml) sebagaimana uji potensi
spektinomisin.
apabila dengan uji t (0=0,05),

Metode dinyatakan spesifik
tidak ada
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perbedaan diameter standar dan sampel pada
konsentrasi yang sama.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Validasi metode pengujian potensi antibiotik
spektinomisin  serbuk dengan menggunakan
bakteri standar E. coli NIHJ yang dilakukan
mencakup parameter presisi, akurasi, linearitas,
nilai LOD dan LOQ, dan spesifitas. Hasil validasi
metode tersebut adalah sebagai berikut:
Presisi

Penetapan presisi dilakukan
dengan melakukan pengujian potensi sampel
bahan baku spektinomisin HCI serbuk dengan

metode

kandungan spektinomisin 818,2 g/kg sebanyak
12 kali. Hasil uji potensi dinyatakan dalam %
yang merupakan kesesuaian jumlah potensi
yang terukur dengan jumlah kadar spektinomisin
dalam sampel. Nilai CV dari pengulangan
sampel spektinomisin yaitu 0,53%, nilai ini
lebih kecil dari persyaratan yaitu 2 % (Harmita,
2004), sehingga metode uji ini memiliki presisi
yang baik. Hasil pengujian presisi dengan
pengulangan penguijian tersaji dalam Tabel 1

Penetapan nilai presisi juga dilakukan
dengan membandingkan hasil pengujian
potensi dengan menggunakan bakteri standar
E. coli NIHJ dan K. peumonia ATCC 10031
(FOHI jilid 1l edisi 4 tahun 2009). Hasil uji potensi
tersaji dalam Tabel 2.

Hasil uji kedua metode ini dibandingkan
dengan menggunakan uji t untuk mengetahui
nilai presisi. Berdasarkan hasil uji t saling
bebas didapatkan bahwa pengujian dengan
menggunakan bakteri standar E. coli NIHJ
tidak berbeda nyata dengan uji menggunakan
referensi FOHI Edisi 4 Jilid 2 Tahun 2009
yaitu dengan bakteri standar K. pneumoniae
ATCC 10031 (0=0,05: -0,3019; SD 0,4469; t
hitung 0,4016; derajat bebas: 22). Sehingga,
dapat dinyatakan bahwa metode uji potensi
spektinomisin dengan bakteri standar E. coli
NIHJ memiliki presisi yang baik.
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Tabel 1 Hasil Uji potensi spektinomisin serbuk

Potensi (%) terhadap kesesuain zat aktif
dalam bahan baku

99,66
99,58
99,26
100,93
100,05
99,90
99,57
99,97
100,09
99,11
99,37
12 99,45
Rata-rata 99,78

Standar Deviasi (SD) 0,53
CV (%) 0,53

Pengulangan

28 ©® N0 hWN =

Tabel 2. Hasil uji potensi spektinomisin serbuk dengan bakteri standar E. coli NIHJ dan K.
pneumoniae ATCC 10031

Hasil Uji Potensi (%)

Pengulangan ke: Bakteri standar Bakteri standar
E. coli NIHJ pneumoniae ATCC 10031

1 100,19 98,39

2 99,84 99,54

3 99,35 99,91

4 98,99 99,89

5 100,34 99,28

6 99,63 99,67

7 99,88 100,16

8 99,44 99,78

9 99,61 99,67

10 100,12 99,20

1" 99,58 99,93

12 99,19 99,87
Rata-rata 99,68 99,61
SD 0,41 0,47
CV (%) 0,41 0,47
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Akurasi

Akurasi  dihitung dengan  melakukan
penetapan kadar working standard untuk
menemukan perolehan kembali terhadap nilai
kadar standar sebenarnya. Hasil uji akurasi
disajikan dalam Tabel 3 dibawah ini
Berdasarkan data dalam Tabel 3 diketahui
bahwa nilai perolehan kembali adalah 99,90
%. Nilai ini berada dalam kriteria penerimaan
kembali untuk nilai akurasi yaitu 90-107 %
(Harmita, 2004). Hasil ini menunjukkan bahwa

metode uji ini memiliki nilai akurasi yang baik.

Linearitas
Uji linearitas terhadap standar spektinomisin

pada metode inimenggunakan 5 titik konsentrasi
yang berbeda (400 pg/ml, 200 pg/ml, 100 pg/ml,
50 pg/ml dan 25 pg/ml) sehingga didapatkan
kurva standar (Gambar.1).
metode ini, pengujian nilai linearitas dilakukan

Pada validasi

tiga kali pengulangan dan diambil rata-ratanya
pada tiap konsentrasi dan kemudian dihitung
linearitasnya. Hasil uji zona hambat kurva
standar tersaji pada Tabel 4. Berdasarkan data
dari Tabel 4 didapatkan linearitas (R?) kurva
standar spektinomisin adalah 0,994. Metode
dinyatakan baik jika memiliki linearitas = 0,99,
hal ini menunjukkan bahwa linearitas pada
metode ini memenuhi

syarat penerimaan

linearitas.

Tabel 3 Hasil perolehan kembali standar spektinomisin

Pengulangan ke:

Perolehan Kembali Kadar Standar Spektinomisin (%)

a b~ ON -

6

100,07
99,86
99,97
100,50
99,14
99,88

Rata-rata perolehan kembali
SD
CV (%)

99,90
0,44
0,44

Kurva Standar Spektinomisin

25
20

E ¥ =84576x+05311

E L5 R*=0,9941

=

=

3 10 * Seriesl

S 5 Linear (Series1)
0

0,0000 0,5000 1,0000 1,5000 32,0000 32,5000 3,0000

Log Konsentrasi

Gambar 1. Kurva linearitas standar spektinomisin
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Tabel 4 Hasil zone hambat kurva standar spektinomisin

Diameter Zone Hambat (mm)

. Rp (1) C1 C2 C3 Rp (2) C4 C5
Cawan petri (Mg/mL)  (ug/mL) (Mg/mL)  (ug/mL)  (pg/mL) (pg/mL)  (pg/mL)
50 400 200 100 50 50 25
1 15,03 22.96 19,37 17,66 15,18 15,00 12,35
2 15,77 22,94 19,29 17,16 15,05 15,05 12,02
3 15,02 2295 20,17 17,50 15,06 15,06 12,39
Rata-rata 15,27 22,95 19,61 17,44 15,10 15,04 12,25
Rata-rata koreksi ~ -0,02 22,87 19,53 17,36 +0,09 15,13 12,34
Rata-rata Rp 15,19
Tabel 5 Hasil log konsentrasi kurva standar dan zone hambat terkoreksi
Log Konsentrasi (ug/ml) 2,6020 2,3010 2,000 1,6989 1,3979
Zona hambat (rata-rata+koreksi) 22,87 19,53 17,36 15,13 12,34
Tabel 6 Data perhitungan nilai LOD dan LOQ spektinomisin
. . Zona
Konsentrasi (ug/ml) Log konsentrasi hambat Y, (y-y,) 2
25 1,3979 12,46 12,3500 0,0121
25 1,3979 12,45 12,3500 0,0100
25 1,3979 12,47 12,3500 0,0144
25 1,3979 12,44 12,3500 0,0081
25 1,3979 12,50 12,3500 0,0225
25 1,3979 12,52 12,3500 0,0289
Z (y-y,)? 0,0960
Z (y-y,) ?/(n-2) 0,0240
Simpangan baku residual [akar X (y-y,) %/(n-2)] (SDr) 0,1549
LOD = 3SDr/slope (log) 0,054952 (= 1,134 pg/ml)
LOQ = 10SDr/slope (log) 0,183172 (= 1,524 pg/ml)
Berdasar Tabel 6 diketahui bahwa nilai LOD ~ Spesifisitas
dan LOQ masing-masing yaitu 1,134 pg/ml Hasil uji spesifisitas dari metode ini
dan 1,524 pg/ml. Batas deteksi (LOD) adalah  ditampilkan dalam Tabel 7 dibawah ini.

konsentrasi analit terendah dalam sampel
yang masih dapat dideteksi, meskipun tidak
selalu dapat dikuantifikasi (Rohman, 2009),
sedangkan batas kuantifikasi (LOQ) adalah
konsentrasi analit terendah dalam sampel yang
masih dapat memenuhi kriteria cermat dan
seksama (Harmita, 2004).
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Berdasarkan uji t saling bebas (0=0,05),
didapatkan bahwa diameter pada konsentrasi
tinggi maupun rendah untuk spektinomisin yang
dihasilkan oleh sampel tidak berbeda dengan
standar spektinomisin. Metode dinyatakan
spesifik apabila berdasarkan uji t saling
bebas, tidak ada perbedaan diameter standar
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dan sampel pada konsentrasi yang sama. Hal
ini menunjukkan bahwa metode ini memiliki
spesifitas yang baik. Parameter spesifitas ini
dilakukan untuk membuktikan bahwa adanya
zat lain dalam sediaan tidak mengganggu hasil
uji potensi spektinomisin.

Pada validasi metode ini, spesifisitas
dievaluasi juga berdasarkan hasil uji potensi
dari spektinomisn dalam sediaan obat hewan
campuran spektinomisin-linkomisin. Pengujian
dilakukan sebanyak 6 dan hasil uji potensi
dibandingkan dengan kadar kandungan
spektinomisin dalam sampel. Spesifisitas hasil

uji potensi dinyatakan baik apabila hasil uiji
potensi berada dalam rentang 95-105% dari
yang dinyatakan di komposisi. Berdasarkan
hasil uji pada Tabel 8 dibawah ini menunjukkan
bahwa dari keenam hasil uji, potensi
spektinomisin berada dalam rentang 95-105%.
Nilai CV pada pengulangan 6 Kkali
menunjukkan CV 0,32828, nilai ini sangat
baik yaitu kurang dari 2 % (Harmita, 2004).
Hal ini menunjukkan bahwa adanya zat lain
seperti linkomisin maupun pembawa dalam
sediaan jadi obat hewan, tidak mempengaruhi
spesifisitas metoda uji potensi spektinomisin.

Tabel 7. Diameter Standar dan Sampel Spektinomisin pada sampel Linkomisin-Spektinomisin

(mm)

Pengulangan

Konsentrasi tinggi (200 pg/ml)

Konsentrasi rendah (50 pug/ml)

Standar Sampel Standar Sampel

1 20,50 20,24 15,55 15,67
2 20,42 20,42 15,78 15,78
3 20,48 20,40 15,55 15,66
4 20,72 20,72 15,43 15,43
5 20,38 20,45 15,84 15,84
6 20,49 20,49 15,43 15,55
7 20,43 20,43 16,06 16,06
8 20,25 20,25 16,47 16,17
9 20,37 20,37 15,84 15,84
10 20,67 20,67 16,24 16,24
Rata-rata 20,47 20,44 15,82 15,82
SD 0,13924 0,15522 0.3510 0.2554

Tabel 8. Hasil Uji Potensi spektinomisin berdasarkan kesesuaian kadar spektinomisin dalam

sampel Spektinomisin —Linkomisin

Pengulangan

Hasil uji potensi (%)

1

99,88
2 99,44
3 99,61
4 100,12
5 99,58
6 99,19
Rata-rata 99,637
Sb 0,327
cv

0,328
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KESIMPULAN

Hasil pengujian validasi potensi

spektinomisin serbuk menggunakan bakteri
standar E. coli NIHJ dengan parameter akurasi,
presisi, linearitas, serta spesifitas didapatkan
nilai yang baik dan memiliki kesesuaian dengan
persyaratan. Nilai LOD dan LOQ untuk uji
potensi spektinomisin serbuk menggunakan
bakteri standar E. coli NIHJ adalah 1,134
pug/ml dan 1,524 pg/ml. Pengujian potensi
dengan menggunakan bakteri standar E. coli
NIHJ dinyatakan terkonfirmasi unjuk kerjanya
dan dapat digunakan untuk analisa rutin di
laboratorium.
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ABSTRAK

Penyakit Avian Influenza (Al) disebabkan oleh virus influenza tipe A, diantaranya adalah virus
Al subtipe H5, merupakan salah satu yang paling diwaspadai karena kemampuannnya dalam
menimbulkan wabah pada hewan maupun manusia (zoonosis). Tujuan kajian ini untuk menganalisis
status kekebalan pascavaksinasi Al pada ayam petelur di delapan provinsi di Indonesia, yaitu
Sumatera Selatan, Banten, Jawa tengah, Bali, Jawa Barat, Sumatera Utara, Lampung dan Kalimantan
Barat. Sampel sebanyak 550 serum disampling dari peternakan ayam petelur pascavaksinasi Al tiga
sampai enam minggu. Riwayat vaksinasi peternakan ayam petelur diperoleh dari data kuesioner.
Sampel serum di uji Haemagglutination Inhibition (HI) terhadap antigen Al subtipe H5N1 strain A/
Chicken/Semarang/04141225-07/2014 (Clade 2.3.2) dan antigen Al subtipe HINZ2 strain A/chicken/
Sidrap/07170094-440/2017. Hasil menunjukkan vaksinasi Al dengan titer protektif 70 % terhadap
Al subtipe H5N1 yaitu Provinsi Banten, Jawa Tengah, Bali, Jawa Barat, Sumatera Utara, Lampung
dan Kalimantan Barat. Vaksinasi Al yang berhasil menimbulkan titer antibodi positif terhadap virus
Al subtipe HIN2 yaitu yang dilaksanakan di Provinsi Banten, Jawa Tengah, Bali, Jawa Barat, dan
Sumatera Utara.

Kata Kunci: Avian Influenza, uji Haemagglutination Inhibition, Al Subtipe H5N1, Al Subtipe
HI9N2

ABSTRACT

Avian Influenza (Al) disease is caused by type A influenza viruses, including the Al subtype H5
virus, which is one of the most alert because of its ability to cause epidemics in animals and humans
(zoonosis). The purpose of this study was to analyze post-vaccination Al immune status in laying in
eight provinces in Indonesia, namely South Sumatra, Banten, Central Java, Bali, West Java, North
Sumatra, Lampung and West Kalimantan. A sample of 550 sera was obtained from laying hens after
three to six weeks of Al vaccination. Vaccination history of laying was gained from questionnaire
data. Serum samples were tested for Haemagglutination Inhibition (HI) against Al antigen subtype
H5N1 strain A/Chicken/Semarang/04141225-07/2014 (Clade 2.3.2) and Al antigen subtype HIN2
strain A/chicken/Sidrap/07170094-440/2017. The results showed Al vaccination with a protective
titer of 70% against Al subtype H5N1, namely the Provinces of Banten, Central Java, Bali, West
Java, North Sumatra, Lampung and West Kalimantan. Al vaccinations that have resulted in positive
antibody titres against Al virus subtype HIN2 were carried out in the provinces of Banten, Central
Java, Bali, West Java and North Sumatra.

Keywords: Avian Influenza, Haemagglutination Inhibition test, Al Subtype H5N1, Al Subtype
HI9N2
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PENDAHULUAN
Penyakit Avian Influenza (Al) disebabkan

oleh virus influenza tipe A yang dibagi
menjadi  beberapa subtipe berdasarkan
kombinasi glikoprotein hemagglutinin (HA)

dan neuraminidase (NA). Terdapat 16 jenis
HA dan sembilan jenis NA yang diidentifikasi
pada unggas (OIE 2021). Berdasarkan
patogenisitasnya virus Al dibedakan menjadi
Highly Pathogenic Avian Influenza (HPAI)
menyebabkan morbiditas dan mortalitas
yang tinggi dan sering menimbulkan wabah
dan Low Pathogenic Avian Influenza (LPAI)
menyebabkan gejala ringan atau tidak memiliki
gejala pada unggas yang terinfeksi (Alexander,
2000; Harimoto and Kawaoka, 2001). Virus
Al yang sangat patogenik sampai saat ini
ditimbulkan oleh subtipe H5 dan H7 (Wasito et
al., 2014).

Virus Al subtipe H5 merupakan salah satu
yangpalingdiwaspadaikarenakemampuannnya
dalam menimbulkan wabah pada hewan
maupun manusia (zoonosis). Kejadian penyakit
Al subtipe H5N1 yang terjadi di berbagai negara
telah menimbulkan kerugian pada industri
perunggasan karena menyebabkan kematian
unggas yang sangat tinggi (mencapai 90%)
dan kerugian ekonomi bagi peternak. Penyakit
ini merupakan penyakit eksotik yang termasuk
dalam list A Office International des Epizootic
(OIE) dan harus dilaporkan, penyebarannya
sangat cepat dan menyebar hampir keseluruh
negara (OIE 2021). Penyakit Al subtipe H5N1
yang mewabah dan endemik di Indonesia sejak
2003 telah menyebabkan kerugian ekonomi
dan korban jiwa manusia yang signifikan
(Hartawan dan Dharmayanti 2012). Virus Al
subtipe H5N1 pada tahun 2014 hingga tahun
2019 yang berhasil diisolasi di live bird market
(LBM), di beberapa provinsi di Indonesia adalah
kelompok Clade 2.1.3.2 dan Clade 2.3.2.1,
serta beberapa telah mengalami reassortment
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dari kedua Clade tersebut (Dharmayanti et al.
2020).

Salah satu subtipe virus LPAI adalah HON2
(Banoetal., 2003). Virus Avian Influenza subtipe
HIN2 telah menjadi perhatian bagi kesehatan
unggas dalam 20 tahun terakhir (Pusch
dan Suarez, 2018). Virus Al subtipe H9N2
menyebabkan kerugian ekonomi yang besar
pada industri perunggasan (Thuy et al., 2016).
Mayoritas ayam yang terinfeksi virus Al ubtipe
HIN2 menunjukkan gangguan pernapasan dan
penurunan produksi telur (Kim, 2018). Virus Al
subtipe HON2 muncul pada unggas domestik
pada pertengahan tahun 1990-an (Fusaro et
al., 2011). Pada akhir tahun 2016 dilaporkan
terjadinya kasus penurunan produksi telur
pada peternakan ayam petelur di beberapa
provinsi di Indonesia yang disebabkan oleh
virus Al subtipe HION2 (Natih et al., 2020) Virus
Al subtipe HON2 telah menyebar di berbagai
provinsi di Indonesia diantaranya Sumatera
Utara, Sumatera Selatan, Jawa Timur dan Bali
(Jonas et al., 2018). Berdasarkan sifat zoonosis
dan besarnya dampak kerugian ekonomi yang
ditimbulkan, maka pada Keputusan Menteri
4026/Kpts/OT.140/3/2013
penyakit Al ditetapkan sebagai salah satu
Penyakit Hewan Menular Strategis (PHMS)

Pertanian Nomor

prioritas.

Salah satu tugas pokok dan fungsi
BBPMSOH vyang diamanatkan melalui
Keputusan Menteri Pertanian Nomor 53/

Permentan/OT.140/5/2013 tentang Organisasi
dan Tata Kerja Balai Besar Pengujian Mutu
dan Sertifikasi Obat Hewan adalah melakukan
pengkajian
pengawasan konsistensi mutu obat hewan yang

obat hewan dalam rangka
telah diregistrasi yang beredar di Indonesia.
Kegiatan yang mendukung pengkajian obat
hewan maka dilakukan pengujian terhadap
serum pascavaksinasi Al di beberapa provinsi

di Indonesia. Tujuannya untuk menganalisis
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status kekebalan pascavaksinasi Al pada ayam
petelur di delapan provinsi di Indonesia, yaitu
Sumatera Selatan, Banten, Jawa tengah, Bali,
Jawa Barat, Sumatera Utara, Lampung dan
Kalimantan Barat.
MATERI DAN METODE
MATERI
Materi Sampling

Bahan dan alat pada saat pengambilan
sampel diantaranya cooler box, ice packs,
thermometer, spuit 3 ml, kapas alkohol, tabung
1.8 ml, kotak serum, alat pelindung diri (APD),
marker, label dan parafilm.
Materi Pengujian

Bahan dan alat uji hambatan aglutinasi
yaitu antigen Al subtipe HS5N1 (strain A/
Chicken/Semarang/04141225-07/2014
(Clade 2.3.2) dan Al subtipe HON2 A/chicken/
Sidrap/07170094-440/2017 (Pusvetma), serum
positif Al, serum negatif Al, sampel serum
hasil vaksinasi, Phosphate Buffer Saline/PBS
(Gibco), Red Blood Cell (RBC) 1 %, larutan
Alsever, alkohol 70%, iodin, microplate 96 well
V-bottom (Nunc), multichannel 10-100 pl, single
channel 25-100 pl, tips 10-200 pl, pipet aids,
pipet measure 1, ml, 10 ml, 20 ml, Biosafety
Cabinet (BSC) tipe 2A, shaker, sentrifus,
reservoir, chamber, masker, sarung tangan,
dan baker plastik volume 2 | (autoclavable).
METODE
Metode Sampling

Pemilihan lokasi ditentukan berdasarkan
peta kasus penyakit Al (iISIKHNAS, 2021) dan
populasi ternak pada tahun 2021 (BPS, 2021).
Besaran sampel serum tiap provinsi ditentukan
dari populasi dan prevalensi yang diperoleh dari
pengkajian tahun 2020 sebesar 80% dengan
tingkat kepercayaan 90%, presisi 10% dan
recovery rate 10%. Sampel serum ayam petelur
pascavaksinasi Al diambil dari delapan provinsi
di Indonesia, terdiri dari Sumatera Selatan,

Banten, Jawa Tengah, Bali, Jawa Barat,
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Sumatera Utara, Lampung dan Kalimantan
Barat (Tabel 1). Sampel darah diambil melalui
vena brachialis

Metode Pengujian

Tahapan pengujian Haemagglutination (HA)
dan Haemagglutination Inhibiton (HI) sesuai
dengan metode standar (OIE 2021).

Uji Haemagglutination (HA)

Larutan PBS dimasukkan ke dalam 12
sumur microplate sebanyak 25 pl kemudian
ditambahkan 25 pl suspensi antigen ke dalam
sumur pertama microplate dan dihomogenasi
10  Kkali, dilakukan
pengenceran kelipatan dua dengan volume 25
Ml dari sumuran ke-1 sampai sumuran ke-11
dan buang sisa cairan tersebut. Larutan PBS

sebanyak kemudian

ditambahkan kembali sebanyak 25 ul pada
sumur ke-1 sampai12, kemudian ditambahkan
25 pul RBC 1% ke dalam 12 sumur. Selanjutnya
dihomogenasi menggunakan microplate shaker
dan diinkubasi selama 40 menit pada suhu
ruang. Pengamatan dilakukan dengan cara
memiringkan microplate 45° agar terlihat ada
tidaknya aliran RBC. Titer HA ditentukan dari
pengenceran tertinggi dimana memberikan
komplit haemagglutinasi. Antigen dianggap
positif jika sel darah merah terjadi aglutinasi.
Uji Back Titration

Larutan PBS dimasukkan ke dalam 7
sumur microplate sebanyak 25 pl kemudian
ditambahkan 25 pl suspensi antigen ke dalam
sumur pertama dan kedua microplate dan
sumur kedua dihomogenasi sebanyak 10 kali.
Pengenceran kelipatan dua dengan volume
25 ul dari sumuran ke-2 sampai sumuran ke-6
dan buang sisa cairan tersebut. Larutan PBS
ditambahkan kembali sebanyak 25 ul pada
sumurke-2 sampai ke-7, kemudian ditambahkan
25 pl RBC 1% ke dalam 7 sumur. Pengujian
dilakukan tiga kali (triplo) pengulangan pada
sumur microplate. Selanjutnya dihomogenasi
menggunakan microplate shaker dan diinkubasi
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selama 40 menit pada suhu ruang. Pengamatan
dilakukan dengan cara memiringkan microplate
45° agar terlihat ada tidaknya aliran RBC.
Titer HA ditentukan dari pengenceran tertinggi
dimana memberikan komplit haemagglutinasi.
Antigen dianggap positif jika sel darah merah
terjadi aglutinasi.

Uji Haemagglutination Inhibiton (HI)

Larutan PBS 25 ul dimasukkan pada setiap
sumur microplate, kemudian ditambahkan
dengan 25 ul setiap sampel serum ke dalam
setiap pertama dan dilakukan
pengenceran seri hingga sumur terakhir.
Antigen Al 4 HAU ditambahkan sebanyak 25
Ml pada setiap sumur. Setelah itu microplate

dihomogenasi menggunakan microplate

sumuran

shaker, kemudian diinkubasi pada suhu ruang
selama 30 menit. Sebanyak 25 yl RBC 1%
ditambahkan ke dalam setiap sumur. Microplate
kemudian dishaker dan diinkubasikan selama
40 menit pada suhu ruang. Hasil dibaca dengan
memiringkan microplate agar terlihat ada
tidaknya aliran RBC. Titer antibodi dibawah 24

atau 16 HI unit diinterpretasikan sebagai hasil
negatif sedangkan titer = 2* dihitung sebagai
hasil positif (OIE 2021).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Sampel serum pascavaksinasi Al H5N1
dan HIN2 sebanyak 550 berasal dari ayam
petelur dengan umur 19 sampai dengan 25
minggu. Sampel serum berasal dari peternakan
dari delapan provinsi di Indonesia. Sampel
serum diambil dari ayam petelur yang telah
divaksinasi Al minimal tiga sampai dengan
enam minggu. Sampel serum diuji dengan
uji hambatan aglutinasi untuk mengukur titer
antibodi terhadap virus Al (OIE, 2021). Antigen
yang digunakan yaitu antigen Al subtipe H5N1
dan antigen Al subtipe HI9N2. Titer antibodi
terhadap Al subtipe H5N1 dinyatakan positif jika
mempunyai titer minimal 16 (Ditjennak 2007;
OIE 2021). Titer antibodi terhadap Al subtipe
HON2 dinyatakan positif jikka mempunyai titer
minimal 128 (= 128) dan mampu mengurangi
shedding virus Al (Ditjennak, 2018; OIE 2021).

Tabel 1 Data Lokasi dan Besaran Sampel Serum Pascavaksinasi Al

No Provinsi Kabupaten/Kota Jumlah sampel
1 Sumatera Selatan Banyuasin 50
2 Banten Tangerang 50
3 Jawa Tengah Sukoharjo 100
4 Bali Bangli 50
5 Jawa Barat Cianjur 100
6 Sumatera Utara Binjai 100
7 Lampung Pringsewu 50
8 Kalimantan Barat Singkawang Selatan 50
Total 550
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Titer Antibodi Al Subtipe H5N1

W positif W negatif

Titer Antibodi Al Subtipe HIN2

m positif m negatif

Gambar 1 Titer Antibodi Al Subtipe H5N1 dan Titer Antibodi Subtipe HIN2

Hasil pengujian titer antibodi terhadap
antigen Al subtipe H5N1 strain A/Chicken/
Semarang/04141225-07/2014 (Clade 2.3.2)
dari 550 sampel menunjukkan, sebanyak 510
serum (92,73%) positif memilikiantibodiAl diatas
16 (216) dan 40 serum (7,27%) menunjukkan
hasil yang negatif. Selain itu, hasil pengujian
titer antibodi terhadap antigen Al subtipe HON2
strain dari 550 sampel menunjukkan sebanyak
394 serum (71,64%) positif diatas 128 (=128)
dan 156 serum (28,36%) menunjukkan hasil
yang negatif (Gambar 1 dan Tabel 2).

Pada Tabel 2 dapat dilihat titer antibodi
pascavaksinasi Al berdasarkan pengujian titer
antibodi terhadap virus Al subtipe H5N1 dan
subtipe HONZ2. Vaksinasi Al dinyatakan protektif
terhadap flok apabila lebih dari 70% mempunyai
titer lebih besar dari 16 (>16) ®. Vaksinasi Al
yang berhasil menimbulkan titer antibodi positif
terhadap virus Al H5N1 lebih dari 70% pada
flok yaitu yang dilaksanakan di Provinsi Banten,
Jawa Tengah, Bali, Jawa Barat, Sumatera Utara,
Lampung dan Kalimantan Barat. Sedangkan di
Provinsi Sumatera Selatan diperoleh presentase
titer antibodi sebesar 52%. Vaksinasi Al yang
berhasil menimbulkan titer antibodi positif
terhadap virus Al HON2 yaitu yang dilaksanakan
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di Provinsi Banten, Jawa Tengah, Bali, Jawa
Barat, dan Sumatera Utara. Sedangkan di
Provinsi Sumatera Selatan, dan Lampung
diperoleh presentase titer antibodi sebesar
62% dan 22%. Pada Provinsi Kalimantan Barat
sampel serum tidak memiliki titer antibodi
terhadap HON2 dikarenakan kandungan vaksin
yang digunakan tidak mengandung Al Subtipe
HIN2.

Berdasarkan data kuesioner dari peternakan
ayam petelur di provinsi tersebut diantaranya
vaksinasi Al pada ayam petelur dilakukan
sebanyak 1 kali hingga 3 kali selama periode
pemeliharaan. Pelaksanaan Al
dilakukan oleh technical services dari distributor

vaksinasi

vaksin Al, dan beberapa juga dilakukan oleh
pegawai dari peternakan tersebut. Pelaksanaan
kebersihan kandang meliputi pengambilan
kotoran ayam yang dilakukan rata-rata 1 kali
seminggu bahkan masih ada yang dilakukan
2 kali dalam setahun, pembersihan kandang
telah menggunakan desinfektan,
pencucian alat makan ayam layer masih ada

namun

yang menggunakan air kran.
Keberhasilan program vaksinasi dapat
dipengaruhi berbagai faktor diantaranya tata

laksana vaksinasi diantaranya, tata laksana
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peternakan serta pelaksanaan biosekuriti
lingkungan yang memadai. Kegagalan suatu
vaksinasi dapat disebabkan karena program
vaksinasi yang tidak sesuai dengan usia,
putusnya rantai dingin pada penanganan dan
penyimpanan vaksin, aplikasi vaksin yang tidak
lege artis, tingkat stres yang tinggi pada unggas,
manajemen kandang yang buruk, kualitas
vaksin yang buruk, jenis serotipe vaksin yang
tidak sesuai dengan virus yang bersirkulasi di
lapangan dan keberadaan antibodi asal induk
(Motjaba et al., 2012; Swayne et al., 2015).
Negara vyang

disarankan tetap melakukan surveilans virus

terinfeksi endemik Al

Al
biosekuriti,

dan seromonitoring, dan pelaksanaan

untuk  mengidentifikasi  dan
mengurangi kegagalan vaksinasi Al (Capua
dan Alexander, 2004; OIE, 2019). Identifikasi
secara serologi adalah suatu cara surveilans
untuk mengetahui pola penyebaran penyakit
Al di lapangan (Kusumastuti et al., 2015).
Penyebaran dalam daerah
dapat
keterpaparan virus pada hewan dan secara
alami keterpaparan virus pada hewan akan

merangsang respon kekebalan humoral dalam

virus suatu

dilakukan dengan cara surveilans

tubuh yang membentuk antibodi (Darmawi et
al., 2012).

Tabel 2 Data Hasil Titer Antibodi Al Subtipe H5N1 dan Titer Antibodi Al Subtipe HON2

Titer Antibodi Al HSN1 Titer Antibodi Al HON2

Jumlah

No Provinsi Strain Vaksin sampel <16 16 - <32 >32 <128 >128
P (Negatif) (Positif)  (Protektif) (Negatif) (Positif)
1 Sumatera Selatan H5N1+HIN2 50 17 ! 26 19 31
(34%) (14%) (52%) (38%) (62%)
0 1 49 9 41
2 Banten H5N1+HI9N2 50
(0%) (2%) (98%) (18%) (82%)
0 2 98 15 85
3 Jawa Tengah H5N1+HION2 100
(0%) (2%) (98%) (15%) (85%)
. 1 4 45 2 48
4 Bali H5N1+HIN2 50
(2%) (8%) (90%) (4%) (96%)
11
5 Jawa Barat H5N1+HIN2 100 0 89 ! %9
(0%) (11%) (89%) (1%) (99%)
6 S tera Ut H5N1+HIN2 100 13 1 0 21 9
umatera Utara
(13%) (17%) (70%) (21%) (79%)
7 Lampun H5N1+HI9N2 50 2 S 43 39 1
pung (4%) (10%) (86%) 78%)  (22%)
7 2 41 50 0
8 Kalbar H5N1 50
(14%) (4%) (82%) (100%) (0%)
40/550 49/550 461/550 156/550 394/550
TOTAL S50 (727%)  (891%)  (83,82%) (28,36%) (71,64%)
KESIMPULAN Barat, sedangkan vaksinasi Al yang berhasil

Hasil pengujian sampel serum ayam petelur
pascavaksinasi Al dari delapan provinsi
diperoleh gambaran bahwa vaksinasi Al yang
berhasil menimbulkan titer antibodi positif
terhadap virus Al subtipe H5N1 dengan nilai
persentase 70% vyaitu yang dilaksanakan di
ProvinsiBanten, Jawa Tengah, Bali, Jawa Barat,
Sumatera Utara, Lampung dan Kalimantan
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menimbulkan titer antibodi positif terhadap
virus Al subtipe HIN2 yaitu yang dilaksanakan
di Provinsi Banten, Jawa Tengah, Bali, Jawa
Barat, dan Sumatera Utara.

SARAN
Peningkatkan tingkat keberhasilan program
vaksinasi perlu dilakukan evaluasi pelaksanaan
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vaksinasi Al di lapangan antara lain aplikasi
vaksin, penerapan rantai dingin dan sumber

daya manusia. Monitoring pascavaksinasi

perlu peran aktif dinas agar sampel yang diuji
mewakili kondisi nyata di lapangan melalui
pasif servis (pelayanan Kiriman Daerah/KD).
Perlu diberikan booster vaksin Al subtipe H5N1
dan H9ONZ2, lebih dari 2x dalam satu periode
pemeliharaan ayam layer dan perlu dilakukan
booster pada ayam yang lebih dari 30-40
minggu. Pelaksanaan vaksinasi ayam layer
juga diberikan vitamin untuk mengurangi tingkat
stres ayam. Peternakan dan produsen vaksin
perlu melakukan pengecekan titer antibodi
secara periodik untuk menentukan waktu
yang tepat untuk melakukan booster vaksin Al
selama periode pemeliharaan
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ABSTRAK

Antibiotik golongan kuinolon merupakan antibiotik spektrum luas untuk menangani berbagai kasus infeksi
yang disebabkan oleh bakteri Gram positif dan negatif, termasuk Mycobacteria dan bakteri anaerob.
Pengkajian mutu antibiotik golongan kuinolon bertujuan untuk mendapatkan data mutu antibiotik kuinolon
baik dari produsen dalam negeri maupun produk impor yang beredar di Indonesia. Pengambilan sampel
dilakukan di poultry shop, depo obat hewan, distributor obat hewan di sembilan provinsi dan 40 sampel di
tujuh perusahaan importir obat hewan di Indonesia. Sembilan provinsi tersebut diantaranya Jawa Timur,
Jawa Tengah, Jawa Barat, Sumatera Utara, Lampung, Banten, Sumatera Selatan, Kalimantan Selatan, dan
Riau. Perusahaan importir obat hewan yang diambil berada di provinsi Daerah Khusus Ibukota (DKI) Jakarta,
Banten, dan Jawa Barat. Jumlah jenis zat aktif yang diperoleh dari 236 sampel adalah tujuh zat aktif dari
golongan kuinolon diantaranya enrofloksasin, siprofloksasin, flumekuin, marbofloksasin, norfloksasin, dan
ofloksasin. Sampel — sampel tersebut terdiri dari bentuk serbuk, kapsul, tablet, cair untuk oral dan cair untuk
injeksi. Dari 236 sampel, didapatkan 228 sampel mengandung zat aktif tunggal dan 8 sampel mengandung
zat aktif kombinasi siprofloksasin dan tilosin. Pengujian mutu obat hewan meliputi uji fisik dan uji khusus. Uji
fisik dilakukan dengan melihat keseragaman warna dan ada tidaknya partikel asing. Uji khusus terdiri dari
uji identitas dan uji kadar kuinolon dengan menggunakan spektrofotometer UV-Vis. Adapun untuk sediaan
injeksi dilakukan uji tambahan meliputi uji sterilitas dan uji toksisitas abnormal. Uji mutu untuk identifikasi zat
aktif tilosin dilakukan dengan menggunakan kromatografi kinerja cair tinggi (KCKT) dan uji potensi dilakukan
menggunakan metode hayati. Berdasarkan hasil pengujian mutu dari total sampel sebanyak 236 diperoleh
hasil sebanyak 228 sampel memenuhi persyaratan mutu obat hewan dan delapan sampel tidak memenuhi
syarat pada uji kadar. Kegiatan pengawasan obat hewan harus terus ditingkatkan guna mencegah terjadinya
penyalahgunaan dalam hal pembuatan, penyediaan, penyimpanan, peredaran maupun dalam pemakaian
obat hewan yang berdampak pada bahaya resistensi antibiotik. Sehingga perlu adanya penatagunaan
antimikroba yang bijak dan bertanggung jawab serta meningkatkan pemahaman, kepedulian dan kesadaran
terkait resistensi antimikroba.

Kata Kunci : Antibiotik, Kuinolon, Mutu, Obat

ABSTRACT

Quinolone antibiotics is a broad-spectrum antibiotic to treat various cases of infections caused by Gram
positive and negative bacteria, including Mycobacteria and anaerobic bacteria. This study aims is to obtain
data related to the quality of quinolone antibiotics from both domestic producers and imported products that
circulating in Indonesia. Sampling was carried out at poultry shops, veterinary drugs depots, veterinary drug
distributors in nine provinces and 40 samples at seven veterinary drug importing companies in Indonesia.
The nine provinces include East Java, Central Java, West Java, North Sumatra, Lampung, Banten, South
Sumatra, South Kalimantan and Riau. The importing companies for the veterinary drugs taken were
in Special Capital City Region (DKI) of Jakarta, Banten and West Java. A total of 236 antibiotic samples
obtained consisted of seven active substances from the quinolone group including enrofloxacin, ciprofloxacin,
flumequine, marbofloxacin, norfloxacin and ofloxacin. These samples consist of powder, capsule, tablet, liquid
for oral and liquid for injection. Of the 236 samples, 228 samples contained a single active substance and 8
samples contained a combination of ciprofloxacin and tylosin. Testing the quality of veterinary drugs includes
physical tests and special tests. The Physical test is carried out by looking at the color uniformity and the
presence or absence of foreign particles. Specific tests consist of an identity test and content test using UV-
Vis spectrophotometer. For injection preparations, additional tests are carried out including sterility tests and
abnormal toxicity tests. The quality test for identification of the active substance tylosin was carried out using
high performance liquid chromatography and the potency test was carried out using the bioassay method.
Based on the results of quality testing, out of a total of 236 samples, 228 samples met the quality requirements
for veterinary drugs and eight samples did not meet the assay requirements. Veterinary drug control activities
must be continuously improved in order to prevent misuse in terms of manufacture, supply, storage, distribution
and use of veterinary drugs which have an impact on the dangers of antibiotic resistance. So, there is a need
for wise and responsible stewardship of antimicrobials as well as increasing understanding, concern and
awareness regarding antimicrobial resistance.

Keywords: Antibiotics, quinolones, Quality, Drugs
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PENDAHULUAN

Penggunaan antibiotik tidak dapat lepas
dari dunia kesehatan hewan khususnya di
peternakan unggas. Antibiotik digunakan untuk
beberapa tujuan dalam peternakan broiler,
diantaranya flushing antibiotik di masa awal
kehidupan ayam usia sehari (Day Old Chick/
DOC), pengobatan akibat infeksi bakterial,
dan pencegahan akan adanya infeksi bakteri
serta sebagai pemicu pertumbuhan (growth
promoters). Adapun penggunaan antibiotik
sebagai pemacu pertumbuhan di Indonesia
sudah dilarang efektif sejak 01 Januari 2018.
Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh
Efendi dkk (2022), antibiotik yang sering
digunakan dalam peternakan broiler adalah
(33,3%) dan golongan
kuinolon (33,3%). Kuinolonmerupakangolongan
antibiotik spektrum luas untuk menangani
berbagai kasus infeksi yang disebabkan oleh

golongan penisilin

bakteri Gram positif dan negatif, termasuk
Mycobacteria dan bakteri anaerob. Pemberian
kuinolon dapat menghambat sintesa asam
nukleat bakteri dengan cara mengganggu enzim
topoisomerase IV dan girase Deoxyribonucleic
Acid (DNA), serta memecah kromosom bakteri
(Pham dkk., 2019).

Kuinolon dibagi menjadi empat generasi.
Generasi pertama merupakan generasi yang
tidak memiliki atom fluorin dalam gugus
kimianya, diantaranya asam nalidiksik, asam
oksolinik dan flumekuin. Generasi kedua
memiliki atom flourin dalam gugus kimianya
yang dapat meningkatkan aktifitas antimikroba
melawan bakteri Gram negatif dan beberapa
Gram positif. Generasi kedua diantaranya
siprofloksasin, norfloksasin, enrofloksasin,
danofloksasin, difloksasin, marbofloksasin,
ofloksasin, orbifloksasin dan sarafloksasin (OIE,
2021). Generasikuinolon ketiga memiliki aktifitas
antimikroba yang lebih luas untuk melawan

bakteri Gram positif dan negatif, diantaranya
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levofloksasin, sparfloksasin, greprafloksasin,

klinafloksasin, dan gatifloksasin. Generasi
keempat memiliki aktifitas antimikroba untuk
melawan bakteri Gram positif dan negatif serta
bakteri
dkk., 2021). Generasi ke empat diantaranya
moxifloksasin, gemifloksasin, trovafloksasin,

dan garenoksasin (Pham dkk., 2019). Kuinolon

menghambat anaerob (Kergaravat

yang sering digunakan dilingkup kedokteran
hewan diantaranya flumekuin, amifloksasin,
benofloksasin, siprofloksasin, danofloksasin,
difloksasin, enrofloksasin, marbofloksasin,
norfloksasin/ norfloksasin nikotinat, ofloksasin,
orbifloksasin, dan sarafloksasin. Enrofloksasin
merupakan antibiotik golongan fluorokuinolon

yang pertama kali dikenalkan di dunia
kedokteran hewan (Sarkozy, 2001).
Obat-obat yang dipakai di lingkup

Kedokteran Hewan juga sebagian dipakai
untuk pengobatan di manusia. Beberapa obat
dari golongan kuinolon tersebut diantaranya
siprofloksasin, norfloksasin, ofloksasin dan
levofloksasin (BPOM, 2023). Penggunaan
kuinolon secara luas, baik di bidang kesehatan
manusia maupun di bidang kedokteran hewan,
telah menyebabkan peningkatan resistensi
terhadap kuinolon sehingga kuinolon tidak
efektif lagi dalam mengobati infeksi. Sebagai
contoh, siprofloksasin merupakan obat yang
banyak digunakan untuk mengobati berbagai
penyakit akibat bakteri Gram negatif dan
Gram positif pada infeksi saluran respirasi,
infeksi saluran urinasi, dan beberapa penyakit
intestinal. Penggunaan rutin di klinik manusia
danterkadang penggunaan yang tidak bijak atau
berlebihan di peternakan, telah menyebabkan
munculnya resistensi terhadap kuinolon pada
bakteri (Millanao, dkk., 2021).

Pada tahun 2021, Indeks Obat Hewan
Indonesia (IOHI) Edisi XllI mencatat delapan
jenis golongan kuinolon dengan 159 nama
produk dalam zat

aktif tunggal ataupun
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campuran telah mendapat nomor registrasi
untuk beredar di Indonesia. Dalam rangka
menjamin keamanan dan mutu obat hewan
yang beredar di Indonesia, pemerintah melalui
Undang-Undang Nomor 18 Tahun 2009 jo
Undang-Undang Nomor 41 Tahun 2014
tentang Peternakan dan Kesehatan Hewan
menyatakan bahwa setiap obat hewan yang
beredar di Indonesia harus memiliki nomor
registrasi. Nomor registrasi tersebut digunakan
untuk memudahkan pengawasan
obat hewan yang beredar di wilayah Republik

semua

Indonesia. Pengawasan terhadap pembuatan,
penyediaan, peredaran serta pemakaian obat
hewan merupakan kewenangan Pemerintah
Pusat dan kewenangan Provinsi sebagai
Daerah Otonom yang tercantum dalam
Peraturan Pemerintah Nomor 25 Tahun 2000.
Salah satu aspek penting dalam penyediaan
dan penggunaan obat hewan adalah mutu
obat hewan. Dalam ketentuan umum pasal 1
Keputusan Menteri Pertanian Nomor: 695/Kpts/
TN.260/8/96, pengujian mutu adalah proses
kegiatan untuk menilai khasiat dan keamanan
sediaan obat hewan.

Pengkajian mutu antibiotik golongan kuinolon
bertujuan untuk mendapatkan data mutu
antibiotik kuinolon baik dari produsen dalam
negeri maupun produk impor yang beredar di
Indonesia. Data tersebut diharapkan dapat
bermanfaat dalam rangka penjaminan obat
hewan yang berkualitas di dunia Kesehatan
Hewan.

MATERI DAN METODE
Materi

Pengambilan sampel di lapangan dan
pengujian dilakukan di Balai Besar Pengujian
Mutu dan Sertifikasi Obat Hewan (BBPMSOH)
pada bulan Februari - April 2023. Total sebanyak
236 sampel antibiotik golongan kuionolon
telah diambil di dua kategori penyedia obat

hewan yaitu 196 sampel di poultry shop, depo,
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distributor obat hewan di sembilan provinsi dan
40 sampel di tujuh perusahaan importir obat
hewan di Indonesia. Sembilan provinsi tersebut
diantaranya Jawa Timur, Jawa Tengah, Jawa
Barat, Sumatera Utara, Lampung, Banten,
Sumatera Selatan, Kalimantan Selatan dan
Riau. Perusahaan importir obat hewan yang
diambil berada di DKI Jakarta, Banten dan
Jawa Barat. Pengambilan sampel dilakukan
dengan cara membeli sampel antibiotik tersebut
dengan ketentuan dalam satu merek dagang
diambil empat sampel yang memiliki nomer
bets yang sama sehingga dalam satu merek
dagang memiliki empat kode sampel.
Sebanyak 228 sampel yang didapatkan
merupakan sampel sediaan tunggal yang

mengandung zat aktif enrofloksasin,
siprofloksasin,  flumekuin, marbofloksasin,
norfloksasin, dan ofloksasin. Sedangkan

delapan sampel lain merupakan antibiotik
sediaan campuran yang mangandung zat aktif
siprofloksasin dan tilosin.Uji yang dilakukan
adalah uji fisik, identitas, kadar/potensi,
sedangkan untuk sediaan injeksi ditambahkan
uji sterilitas dan toksisitas abnormal. Pengujian
sebagian besar dilakukan di unit uji Farmasetik
dan Premiks. Adapun uji sterilitas dilakukan di
Unit Uji Bakteriologi dan uji toksisitas abnormal
dilakukan di Unit Uji Hewan Percobaan.

Bahan yang dibutuhkan untuk uji identitas
dan kadar kuinolon diantaranya distilled water
(DW), Natrium Hidroksida (Emsure®, Supelco by
Merck, Jerman), standar enrofloksasin (Sigma-
Aldrich, Israel), standar siprofloksasin (Sigma-
Aldrich, Jerman), standar flumekuin (Sigma-
Aldrich, Jerman), standar marbofloksasin
(Sigma-Aldrich, Jerman), standar norfloksasin
(Sigma-Aldrich, Jerman), dan standar ofloksasin
(raw material). Bahan untuk uji identitas tilosin
diantaranya standar tilosin tartrat (Sigma-
Aldrich, China), asetonitril gradient grade for
liquid chromatography (LiChrosolv®, Merck,
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Jerman), DW. Pengujian potensi tilosin
membutuhkan beberapa bahan diantaranya
standar tilosin (Sigma-Aldrich, China), Buffer
No.4 (13,3 g monopotassium fosfat (Emsure®,
Supelco by Merck, Jerman), 6,2 g potassium
hidroksida (Emsure®, Merck, Jerman) dalam 1
L aquadest, pH 8,0), Media No. 8 (6,0 g pepton
(Difco, Perancis), 1,5 g beef extract (Difco,
Perancis), 3 g yeast extract (Gibco, USA), 1
g D(+) glukosa (Merck, Perancis), 15 g agar
(Difco, Perancis) dalam 1 L aquadest, pH 8,0)
dan biakan kuman M. luteus 9341 8%.

Peralatan yang dibutuhkan untuk pengujian
mutu antibiotik kuinolon antara lain timbangan
analitik (Shimadzu AP 225 WD, Jepang),
timbangan elektrik (Shimadzu EB — 340 HW,
Jepang), labu takar 100 mL, labu takar 1000
ml, botol duran 1000 mL, botol timbang,
sendok timbang, magnetic stirrer, tabung
reaksi, pipet ukur, cuvet dan spektrofotometer
UV-Vis 1800 (Shimadzu, Jepang). Peralatan
yang dibutuhkan dalam uji identitas tilosin
diantaranya timbangan analitik (Shimadzu
AP 225 WD, Jepang), timbangan elektrik
(Shimadzu EB — 340 HW, Jepang), labu takar
100 mL, labu takar 1000 ml, botol duran 1000
mL, botol timbang, sendok timbang, magnetic
stirrer, tabung reaksi, pipet ukur, filter syringe
untuk injeksi sampel dan alat kromatografi cair
kinerja tinggi (KCKT) (Waters 2487, Amerika).
Uji potensi tilosin membutuhkan peralatan
diantaranya timbangan analitik (Shimadzu
AP 225 WD, Jepang), timbangan elektrik
(Shimadzu EB — 340 HW, Jepang), labu takar
100 mL, labu takar 1000 ml, botol duran 1000
mL, botol timbang, sendok timbang, magnetic
stirrer, tabung reaksi, pipet ukur, mikropipet
ukuran 1000 pL, cawan petri, silinder cup,
jangka sorong dan inkubator 37°C (Hirasawa,
Jepang).

Khusus sampel antibiotik golongan kuinolon
injeksi yang larut air dilakukan uji toksisitas
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abnormal.  Peralatan yang  dibutuhkan
diantaranya tabung reaksi, gelas beaker, pipet
volumetrik 1-10 ml, vortex, bunsen, pematik
api, bulb, needle, syringe kaca 1 ml, kapas
dan alcohol 70%. Bahan yang dibutuhkan
diantaranya sampel antibiotik golongan
kuinolon injeksi yang larut air, NaCl fisiologis
steril dan mencit dengan berat 18-22 gram
sebanyak 10 ekor. Adapun untuk uji sterilitas
mengacu pada uji strerilitas pada Suplemen
Farmakope Obat Hewan Indonesia (FOHI)
Edisi 4 Sediaan Farmasetik dan Premiks Tahun
2022.

Metode

Pengujian mutu sampel antibiotik golongan
kuinolon yang dilakukan terdiri dari uji fisik (uji
warna dan uji ada tidaknya partikel asing) dan
uji khusus (uji identitas dan kadar). Berdasarkan
Suplemen FOHI Edisi IV tahun 2022, uji fisik
dilakukan secara visual membandingkan isi
sediaan dari bets yang sama dan diamati
warna, homogenitas sediaan dan keberadaan
partikel asing.. Uji keberadaan partikel asing
dilakukan untuk sampel sediaan cair saja
dengan melihat ada tidaknya kontaminasi dalam
sampel tersebut. Beberapa metode pengujian
yang digunakan dalam pengujian identitas
dan kadar sampel antibiotik golongan kuinolon
diantaranya enrofloksasin dan siprofloksasin
menggunakan Suplemen FOHI Edisi IV
tahun 2022, norfloksasin menggunakan FOHI
Edisi IV tahun 2009, sedangkan flumekuin,
marbofloksasin dan ofloksasin menggunakan
instruksi kerja pengujian (IKP) Farmasetik dan
Premiks No. 767.

Pengujian mutu sampel antibiotik golongan
kuinolon diawali dengan menyiapkan pelarut
NaOH 0,1 N, penimbangan standar antibiotik
berbagai kuinolon yang diperlukan dan
penimbangan sampel. Pembuatan pelarut
NaOH 0,1 N dilakukan dengan cara menimbang
empat gram pellet NaOH untuk dimasukkan
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ke dalam labu takar 1000 ml dan dilarutkan
menggunakan 100 ml DW . Setelah larut,
ditambahkan DW sampai tanda batas kemudian
dihomogenkan. NaOH 0,1 N yang telah dibuat
selanjutnya di simpan dalam wadah yang
tertutup rapat dan terhindar dari sinar matahari
langsung.

Standar antibiotik berbagai kuinolon yang
diperlukan ditimbang secara seksama masing-
masing sebanyak 10 mg dan dilarutkan dalam
10 mL NaOH 0,1 N. Selanjutnya dilakukan
pengenceran menggunakan DW
didapatkan konsentrasi akhir 5 ug/mL. Sampel

sampai

ditimbang setara dengan 100 mg dan dilarutkan
dalam 100 mL NaOH 0,1 N. Selanjutnya
dilakukan pengenceran menggunakan DW
sampai didapatkan konsentrasi akhir 5 ug/
ml. Pengukuran absorbansi menggunakan
spektrofotometer UV-Vis dilakukan pada
rentang panjang gelombang ultraviolet antara
200-340nm. Uji identitas dinyatakan positif
apabila panjang gelombang maksimum yang
terbentuk dari larutan sampel sama dengan
larutan standar. Uji kadar diperoleh dengan
membandingkan nilai absorbansi larutan
standar dan larutan sampel pada panjang
gelombang maksimum yang dihasilkan. Uji
kadar dinyatakan memenuhi syarat, apabila
kadar kuinolon berada dalam rentang 90-110%
dari zat aktif yang dinyatakan di komposisi pada
kemasan.

Uji identitas tilosin dilakukan menggunakan
IKP Farmasetik dan Premiks No. 825. Uiji
identitas tilosin diawali dengan membuat
fase gerak, penimbangan standar tilosin dan
penimbangan sampel. Pembuatan fase gerak
dilakukan dengan cara mencampurkan 90
bagian asetonitrii dicampurkan dengan 10
bagian DW. Standar tilosin ditimbang secara
seksama sebanyak 10,0 mg dan dilarutkan
menggunakan fase

gerak.  Selanjutnya

dilakukan pengenceran menggunakan fase
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gerak sampai didapatkan konsentrasi akhir 10
pg/ml. Sebelum diinjeksikan ke KCKT, standar
tilosin disaring menggunakan filter 0,45 pm.
Sampel ditimbang setara dengan minimal 50
mg tilosin dan dilarutkan dengan 50 ml fase
gerak. . Selanjutnya dilakukan pengenceran
menggunakan fase gerak sampai didapatkan
konsentrasiakhir 10 ug/ml. Sebelumdiinjeksikan
ke KCKT, standar tilosin disaring menggunakan
filter 0,45 pm. Kondisi kromatografi yang harus
disiapkan dalam pengujian identitas tilosin
diantaranya kolom yang digunakan C18 dengan
panjang 250 mm dan diameter dalam 4 mm,
detektor UV 292 nm, dan laju alir 1,5 ml/menit.
Uji identitas dinyatakan positif apabila waktu
tambat sampel sama dengan waktu tambat
standar.

Uji potensi tilosin dilakukan menggunakan
metode hayati yang mengacu ke FOHI Edisi IV
tahun 2009. Pengujian diawali dengan membuat
buffer 4 sebagai pelarut dan media no 8.
Sebelum digunakan media no 8 tersebut harus
disterilisasi dalam autoclave 121°C selama 15
menit. Timbang dengan seksama standar dan
sampel tilosin kemudian dilarutkan dengan
Buffer No.4 dihomogenkan dengan bantuan
magnetik stirer. Lakukan pengenceran dengan
Buffer No.4 hingga diperoleh konsentrasi tinggi
10 pg/ml dan konsentrasi rendah 2,5 pg/ml.
Masukkan standar dan sampel menggunakan
mikropipet sebanyak 280 pL ke dalam silinder
cup pada cawan petri dan inkubasi pada suhu
37 £ 0,5°C selama 10-18 jam. Ukur diameter
daerah hambat dan hitung potensi tilosin
dengan rumus Log P. Uji potensi dinyatakan
memenuhi syarat, jika potensi tilosin berada
dalam rentang 95-105% dari zat aktif yang
dinyatakan di komposisi pada kemasan.

Metode pengujian toksisitas abnormal
mengacu pada IKP Farmasetik dan Premiks
T3. NaCl fisiologis steril dibuat dengan cara
menimbang 9 gram NaCl yang dilarutkan
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dalam DW hingga 1000 ml, kemudian dilakukan
autoclave 121°C selama 15 menit. Sampel
dilarutkan dan diencerkan menggunakan NaCl
fisiologis hingga diperoleh dosis injeksi yang
sesuai dengan dosis per gram berat badan
mencit sesuai dengan dosis tunggal pemberian
yang direkomendasikan dalam label kemasan.
Volume ineksi per mencittidak boleh melebihi 0,5
ml/ ekor. Injeksi sampel yang telah diencerkan
ke vena caudal mencit dalam waktu 8-12 detik
per ekor atau secara subkutan. Penyuntikan
dilakukan pada 5 ekor mencit perlakuan, 5 ekor
mencit yang lain sebagai kontrol. Pengamatan
kondisi mencit dilakukan tiap 1 jam, 3 jam, 24
jam dan 48 jam pasca penyuntikan. Selain
diamati, semua mencit juga ditimbang dan
dicatat berat badannya. Penetapan toksisitas
abnormal obat injeksi larut air dinyatakan tidak
toksik apabila tidak ada seekor mecit yang mati
dalam waktu 48 jam pada kelompok perlakuan
dan kontrol.

79,66%

Arntibiotik Kuinolon produsen koka

W PS, Depo, Distributor OH

HASIL DAN PEMBAHASAN

Sebanyak 196 sampel antibiotik golongan
kuinolon telah diambil di poultry shop, depo,
distributor obat hewan di sembilan provinsi
di dilakukan juga
pengambilan sampel antibiotik golongan
kuinolon sebanyak 40 sampel di importir obat
hewan. Jumlah sampel yang diperoleh dalam

Indonesia. Selain itu,

pengkajian antibiotik kuinolon tahun 2023
mengalami peningkatan apabila dibandingkan
dengan pengkajian pada tahun 2022. Hasil
pengkajian yang dilaporkan oleh Sari dkk (2022)
menyebutkan bahwa sampel yang diperoleh
sebanyak 188 sampel. Peningkatan terjadi
dari tahun 2022 ke 2023 sebesar 25,53%. Hal
tersebut dapat terjadi karena pengambilan
sampel pada tahun 2022 hanya dilakukan di
poultry shop, depo, distributor obat hewan
di delapan provinsi, sedangkan pada tahun
2023 pengambilan sampel dilakukan di poultry
shop, depo, distributor obat hewan di sembilan
provinsi dan di beberapa importir obat hewan di
DKI Jakarta, Banten dan Jawa Barat.

20,34%

Arntibiotik Kuinolon Impor

W Importir OH

Gambar 1. Presentase antibiotik golongan kuinolon yang diperoleh berdasarkan asal produksi

dan lokasi pengambilan sampel
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Gambar 1 menunjukkan presentase antibiotik
golongan kuinolon yang diperoleh berdasarkan
asal produksi dan lokasi pengambilan sampel.
Dari total keseluruhan 236 sampel terdiri dari
79,66% (188 sampel)
kuinolon yang diproduksi oleh perusahaan
obat hewan dalam negeri (produsen lokal) dan
20,34% (48 sampel) antibiotik golongan kuinolon

antibiotik golongan

impor. Dari 20,34% sampel impor tersebut,
sebesar 3,39% diperoleh dari distributor obat
hewan dan 16,95% diambil langsung ke importir
obat hewan.

Dari hasil tersebut dapat dilihat bahwa
penggunaan antibiotik golongan kuinolon dari
produsen lokal masih mendominasi pasar
obat hewan di sembilan provinsi di Indonesia.
Adanya ketersediaan antibiotik golongan
kuinolon dari produsen lokal di poultry shop,
depo dan distributor obat hewan menunjukkan
adanya permintaan pasar terhadap antibiotik
dari produsen lokal tersebut. Harga yang lebih
murah menjadi alasan dalam pemilihan produk
lokal dibanding produk impor dalam rangka
menekan biaya produksi dalam pemeliharaan
unggas di peternakan di Indonesia. Menurut
Amam (2022), biaya produksi meliputi suplai
DOC sebesar 22,92%, suplai pakan sebesar
74,54% dan biaya OVK (obat, vaksin, kimia)
yang digunakan sebesar 2,54 % dalam satu
kali periode beternak ayam broiler. Selain
pertimbangan harga, produk lokal yang telah
memiliki nomor registrasi untuk ijin beredar di
Indonesia merupakan salah satu bukti bahwa
kualitas obat yang dihasilkan telah memenuhi
persyaratan mutu obat hewan.

Sektor perunggasan merupakan sasaran
pasar
hewan di Indonesia. Pemakaian obat hewan
dalam industri perunggasan dilakukan guna
mendukung pemeliharaan untuk

terbesar untuk perusahaan obat

unggas
mendapatkan hasil produksi yang optimal.

Jumlah perusahaan obat hewan di Indonesia
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semakin  berkembang  seiring  dengan
perkembangan industri peternakan, khususnya
pada indutri perunggasan. Data Asosiasi Obat
Hewan Indonesia (ASOHI) dalam Kusuma
(2023)
obat hewan yang terdaftar di Kementerian
Pertanian mengalami peningkatan dari tahun

produsen obat

menyebutkan jumlah perusahaan

sebelumnya vyaitu hewan
sebanyak 114 perusahaan, importir sebanyak
280 perusahaan, dan eksportir sebanyak 48
perusahaan.

Gambar 2 menunjukkan jumlah sampel
antibiotik golongan kuinolon dari produsen obat
hewan lokal yang diperoleh di sembilan provinsi
di Indonesia tahun 2023. Sebanyak 116 sampel
antibiotik golongan kuinolon yang diperoleh di
poultry shop, depo, distributor obat hewan di
dominasi dengan produk dari PT Medion Farma
Jaya. Hal serupa terjadi pada pengkajian
tahun 2022 yakni PT Medion Farma Jaya juga
sebesar 53,19 %
sampel antibiotik kuinolon di delapan provinsi
(Sari dkk., 2022). Sari dkk (2022) menyebutkan
ada delapan produsen obat hewan lokal yang

mendominasi perolehan

produknya dijadikan sampel antibiotik kuinolon
tahun 2022. Beberapa produsen obat hewan
lokal yang produknya diambil sebagai sampel
pengkajian tahun 2022 dan 2023 diantaranya
PT. Medion Farma Jaya, PT. Agrinusa Jaya
Santosa, PT. Sanbe Farma dan PT. Romindo

Primavetcom.
Gambar 4 menunjukkan  presentase
sampel antibiotik golongan kuinolon yang

diperoleh berdasarkan zat aktifnya. Dari 236
sampel antibiotik yang diperoleh didapatkan
tujuh zat aktif jenis dari golongan kuinolon
enrofloksasin,

diantaranya siprofloksasin,

flumekuin, marbofloksasin, norfloksasin dan
ofloksasin. Selain siprofloksasin dalam bentuk
antibiotik tunggal, didapatkan juga dalam
bentuk kombinasi dengan tilosin. Enrofloksasin

merupakan antibiotik yang paling banyak
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didapatkan dalam pengkajian tahun 2023
sebesar 67,80%. Hal tersebut disebabkan
karena sediaan enrofloksasin yang beredar
di pasaran
paling banyak jumlahnya bila dibandingkan
antibiotik kuinolon yang lain. Dalam IOHI (2021)
menyatakan jumlah sediaan enrofloksasin
sebanyak 74 merek dagang dari 159 merek

dan memiliki nomor registrasi

PT. Agrinusalaya Santosa

B s
FT.Ekafarmza [ 12
PT. Medion Farma laya
B 15

PT. Rominda Primawvetcom

Produsen

PT. 5anbefFarmz | 16
PT. Satwa Media Utama

PT. Tekad Mandiri Citra

dagang antibiotik kuinolon yang telah memiliki
nomor registrasi. Apabila dibandingkan dengan
pengkajian tahun 2022, zat aktif dari golongan
kuinolon yang diperoleh tahun 2023 lebih
bervariasi. Pada tahun 2022, zat aktif yang
diperoleh hanya enrofloksasin, siprofloksasin
dan flumekuin, serta adanya kombinasi antara
tilosin dan siprofloksasin (Sari dkk., 2022).

I 116

- B laa
E..r e (L

120

lumlah 5ampe

Gambar 2. Jumlah sampel antibiotik golongan kuinolon dari produsen lokal yang diperoleh
di sembilan provinsi di Indonesia tahun 2023

PT. Eanco Animal Heatth Indonesiz | G

PT. Enseval Putera M egatrading

Importir

PT. SHE Inter nationa

PT. Tekad Mandiri

N -

PT. GemaSatwa Medika [ 2

I -

I 20
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Gambar 3. Jumlah sampel antibiotik golongan kuinolon yang diperoleh dari importir di

Indonesia tahun 2023
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Gambar 4. Presentase sampel antibiotik golongan kuinolon yang diperoleh berdasarkan zat

aktifnya tahun 2023

Selanjutnya, 236 sampel antibiotik golongan
kuinolon yang diperoleh dilakukan pengujian
mutu. Yuda dan Suena (2016) menyatakan
bahwa mutu obat adalah semua unsur yang
berpengaruh secara langsung atau tidak
langsung terhadap keamanan, keefektifan
dan derajat diterimanya suatu produk obat
yang akan menentukan efek terapetik yang
dihasilkan. Salah satu aspek yang dapat
ditinjau dalam rangka penentuan mutu obat
yaitu stabilitas fisik dan kimia.

Stabilitas fisik yang dilakukan di BBPMSOH
yaitu melalui uji fisik yang dilakukan secara
visual dengan membandingkan isi sediaan
dari bets yang sama dan diamati warna,
homogenitas sediaan dan keberadaan partikel
asing. Adanya perubahan warna menunjukkan
adanya ketidakstabilan selama penyimpanan
obat yang dapat terjadi karena zat aktif yang
terkandung dalam obat merupakan bahan
kimia yang dapat bereaksi karena faktor
lingkungan seperti panas, lembab, cahaya,
mikroba dan debu (Peace dkk., 2012). Khusus
untuk sampel antibiotik golongan kuinolon
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sediaan cair dilakukan uji partikel asing yaitu
dengan melihat ada tidaknya benda asing /
kontaminasi. Hasil uji warna dan partikel asing
dari 236 sampel antibiotik golongan kuinolon
dinyatakan memenuhi syarat. Uji warna
dinyatakan memenuhi syarat apabila semua
sediaan dalam bets yang sama menunjukkan
warna yang seragam, harus homogen dan tidak
mengandung partikel asing.

Stabilitas kimia yang dilakukan di BBPMSOH
meliputi uji identitas dan kadar. Uji identitas
antibiotik golongan kuinolon dilakukan dengan
cara membandingkan panjang gelombang
maksimum yang dihasilkan oleh larutan
standar dan larutan sampel menggunakan
spektrofotometer UV-Vis. Panjang gelombang
suatu kondisi
dimana pada panjang gelombang tersebut
menghasilkan nilai absorbansi tinggi dan stabil
pada rentang serapan 0,2 sampai 0,8. Gandjar
dan Rohman (2012) menyebutkan bahwa
panjang gelombang yang tidak maksimum
akan menyebabkan sampel
tidak akurat sehingga sensitivitas

maksimum merupakan

absorbansi
menjadi
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pengukuran juga akan ikut berkurang. Dari
hasil pengujian, panjang gelombang maksimum
yang diperoleh untuk enrofloksasin 2701 nm,
siprofloksasin 2721 nm, flumekuin 2481
nm, marbofloksasin 290+1 nm, norfloksasin
272+1 nm dan ofloksasin 288+1 nm. Hasil uji
identitas menunjukkan semua sampel antibiotik
golongan kuinolon yang diambil di sembilan
provinsi tersebut mengandung zat aktif yang
sesuai dengan larutan standar yang digunakan.

Uji identitas juga dilakukan untuk sediaan
campuran pada delapan sampel yaitu campuran
antara siprofloksasin dan tilosin. Uji identitas
untuk tilosin dilakukan menggunakan KCKT
dengan membandingkan waktu tambat larutan
standar dan sampel. Waktu tambat merupakan
waktu yang diperlukan oleh zat aktif tertentu
mulai dari waktu injeksi sampel ke KCKT
sampai menghasilkan puncak kromatogram
dari zak aktif tersebut. Waktu tambat yang
dihasilkan oleh tilosin sekitar menit ke 2,6.
Hasil uji identitas menunjukkan delapan sampel
sediaan campuran dengan tilosin yang diambil
mengandung zat aktif yang sesuai dengan
larutan standar yang digunakan.

Uji kadar  dilakukan
spektrofotometer UV-Vis dengan mengukur
absorbansi yang dihasilkan pada
panjang gelombang maksimum dari sampel
antibiotik golongan kuinolon dengan blanko

menggunakan

nilai

menggunakan air. Persyaratan kadar untuk
antibiotik golongan kuinolon yaitu mengandung
tidak kurang dari 90,0% dan tidak lebih dari
110,0% ( DJPKH 2022). Hasil uji kadar dari 236
sampel antibiotik golongan kuinolon, didapatkan
delapan sampel (3,39%) yang mengandung
siprofloksasin sediaan tunggal tidak memenuhi
persyaratan karena kadar yang didapat kurang
dari 90,0 %. Rahadjo (2005) dalam Rahayu dkk
(2009) menyebutkan kadar suatu obat dalam
bentuk sediaan akan menunjukkan banyaknya
obat yang akan terabsorbsi dalam tubuh dan
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menimbulkan efek terapi.
Delapan sediaan campuran
siprofloksasin juga dilakukan

pengujian. Penguijian tilosin dilakukan dengan

sampel
dan tilosin
menggunakan uji potensi. Prinsip penetapan
potensi antibiotik dalam sediaan obat adalah
membandingkan dosis larutan sediaan uiji
terhadap dosis larutan baku pembanding
yang menghasilkan derajat hambatan yang
pada mikroorganisme uji (Radiji,
2010). Uji potensi dilakukan tilosin dilakukan
menggunakan metode hayati yang mengacu
ke FOHI Edisi IV tahun 2009. Adapun untuk uji
yang dilakukan dengan metode hayati, dalam
hal ini sampel yang mengandung tilosin, syarat
kelulusan potensi adalah 95-105% (DJPKH,
2022). Hasil uji potensi dari delapan sampel

Sama

campuran yang mengandung tilosin dinyatakan
memenuhi persyaratan.

Selain uji yang uji
toksisitas abnormal dilakukan pada sampel

telah disebutkan,

antibiotik golongan kuinolon sediaan injeksi
yang larut air. Empat sampel dari 16 sampel
antibiotik golongan kuinolon sediaan injeksi
sebagai
perwakilan sampel injeksi. Pengujian toksisitas
dilakukan untuk menganalisis dan mengetahui
efek toksik yang ditimbulkan suatu bahan

dilakukan uji toksisitas abnormal

dan juga untuk mengamati gejala keracunan
yang dapat menyebabkan kematian pada
uji. Pengujian toksisitas dengan
menggunakan hewan percobaan diperlukan

hewan

dan dipersyaratkan dalam berbagai aturan
yang berkaitan dengan penilaian keamanan
untuk penggunaan obat, bahan kimia, bahan
pangan, dan perangkat medis baru (Ayun
dkk., 2021). pada
sampel kuinolon sediaan injeksi menggunakan
hewan coba berupa mencit. Salah satu contoh
sampel antibiotik kuinolon sediaan injeksi

Uji toksisitas abnormal

adalah Dufafloxacin 10% Inj® yang merupakan
antibiotik untuk mengatasi kasus infeksi pada
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saluran respirasi dan gastrointestinal. Aplikasi
pemberian obat tersebut melalui injeksi secara
subkutan atau intramuscular.

Hasil uji toksisitas abnormal sampel kuinolon
sediaan injeksi membuktikan bahwa injeksi
intravena menggunakan sampel kuinolon
dengan dosis sesuai label yang

dikemasan sampel tidak menimbulkan gejala

tertera

klinis sakit maupun kematian pada mencit.
bobot terjadi pada semua
kelompok perlakuan mengikuti pertambahan
umur mencit. Hasil ini mengindikasikan bahwa

Pertambahan

pemberian antibiotik kuinolon dengan dosis
sesuai label yang tertera pada mencit tidak
menyebabkan gangguan bobot badan, tidak
memiliki efek samping secara klinis, dan tidak
menyebabkan kematian. Dengan demikian,
sampel
toksik.

Kesalahan selama penyimpanan merupakan

kuinolon tersebut dinyatakan tidak

salah satu faktor yang mempengaruhi mutu
obat diantaranya suhu,
kelembaban dan intesitas cahaya pada tempat
penyimpanan obat (Ardiningtyas dkk., 2019).

ketidaksesuaian

Suhu penyimpanan yang tinggi mempercepat
reaksi oksidasi, reduksi dan hidrolisis yang
menyebabkan degradasi obat. Kadar pH asam
dan basa mempengaruhi laju dekomposisi
sebagian besar obat. Kelembaban berpengaruh
terhadap air dalam mengkatalisis reaksi kimia
seperti oksidasi, hidrolisis dan reduksi serta
mendorong pertumbuhan mikroba. Cahaya
mempengaruhi stabilitas obat melalui efek
termal yang menyebabkan oksidasi (Mansour
dkk., 2018).

Apabila dikaitkan dengan penyimpanan,
sampel kuinolon yang diperoleh dalam
kegiatan pengkajian tahun 2023 yang tidak
memenuhi persyaratan kadar tersebut berasal
dari distributor obat hewan. Penyimpanan
yang dilakukan di distributor obat hewan

tersebut telah mengikuti aturan penyimpanan
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obat tertera dalam label, terdapat

yang
termohigrometer dalam ruangan penyimpanan
guna memantau suhu dan kelembaban
ruangan. Kemungkinan yang lain dapat terjadi
adalah adanya ketidaksesuaian kadar bahan
baku yang digunakan dalam periode produksi
obat. Tidak adanya pengecekan kesesuaian
antara certificate of analysis (COA) dan kadar
sebenarnya bahan baku yang akan digunakan
per kedatangan oleh quality control dalam
suatu produsen obat bisa menjadikan hasil
produksi tidak sesuai dengan kandungan obat
yang dibuat dengan yang dinyatakan dalam
label produk obat jadi tersebut.

Berdasarkan hasil pengkajian tahun 2023
didapatkan bahwa 228 sampel (96,61%)
dinyatakan memenuhi syarat mutu dan 8
sampel (3,39%) tidak memenuhi syarat mutu
yang telah ditetapkan. Menindaklanjuti hasil
tersebut, kegiatan pengawasan obat hewan
oleh pengawas obat hewan pusat, provinsi dan
kabupaten/ kota harus terus ditingkatkan guna
mencegah terjadinya penyalahgunaan dalam
hal pembuatan,

peredaran maupun dalam pemakaian obat

penyediaan, penyimpanan,
hewan. Hal tersebut menjadi penting dilakukan
mengingat bahaya penyalahgunaan obat hewan
tersebut dapat menimbulkan bahaya resistensi
antimikroba ke masyarakat luas. Menurut
Palupi dkk (2020), penggunaan antimikroba
yang sama di manusia dan hewan produksi
diduga sebagai salah satu penyebab timbul dan
menyebarnya bakteri resistan antimikroba pada
manusia. Sehingga perlu adanya penatagunaan
antimikroba yang bijak dan bertanggung jawab
serta meningkatkan pemahaman, kepedulian
dan kesadaran terkait resistensi antimikroba.

KESIMPULAN
Total antibiotik
golongan kuinolon yang diambil di Sembilan

sebanyak 236 sampel

provinsi dan tujuh perusahaan importir obat



Buletin Pengujian Mutu Obat Hewan No. 32 Tahun 2023 - BBPMSOH

hewan telah dilakukan pengujian dan diperoleh
sebanyak 228
obat

memenubhi
persyaratan Delapan
sampel lainnya tidak memenuhi syarat pada

hasil sampel

mutu hewan.
uji kadar. Kegiatan pengawasan obat hewan
oleh pengawas obat hewan pusat, provinsi dan
kabupaten/ kota harus terus ditingkatkan guna
mencegah terjadinya penyalahgunaan dalam
hal penyediaan,
peredaran maupun dalam pemakaian obat
hewan yang berdampak pada bahaya resistensi
antibiotik. Sehingga perlu adanya penatagunaan

pembuatan, penyimpanan,

antimikroba yang bijak dan bertanggung jawab
serta meningkatkan pemahaman, kepedulian
dan kesadaran terkait resistensi antimikroba.
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