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KATA PENGANTAR

Puji syukur kita panjatkan kehadirat Allah SWT atas terbitnya Buletin Pengujian
Mutu Obat Hewan No. 29 Tahun 2020. Dunia kesehatan hewan, khususnya obat hewan
berkembang sangat cepat dan dinamis. Oleh karena itu BBPMSOH dituntut untuk sigap
dalam mengantisipasi perkembangan teknologi dan metode pengujian, tanggap dalam
perkembangan kondisi peternakan dan kesehatan hewan nasional, berperan aktif dalam
pemberdayaan sumber daya nasional khususnya dalam bidang obat hewan agar mampu
mewujudkan sasaran pembangunan peternakan, kesehatan hewan, dan ekonomi dalam
kaitannya mendukung gerakan tiga ekspor (gratieks) obat hewan.

Buletin edisi kali ini kami hadirkan studi terkait antimicrobial resistance (AMR) dimana
pengujian resistensi isolat E. coli terhadap kolistin dan deteksi gen mcr-1 dari sampel usap
kloaka broiler, tinjauan ilmiah antibiotik dan mekanisme resistensi antimikroba, validasi
metode uji dan ketidakpastiaan pengukuran sediaan obat hewan dengan menggunakan
metode spektrofotometri UV-Vis, serta uji mutu vaksin Al dan kajian titer antibodi ayam
petelur pascavaksinasi Al. Semua artikel ilmiah tersebut sesuai dengan tugas dan fungsi
BBPMSOH dalam melakukan pengujian, pengkajian, pemantauan mutu obat serta
pengembangan metode analisis obat hewan.

Kami berharap dengan terbithya buletin ini dapat memberikan kontribusi bagi
perkembangan ilmu pengetahuan dan teknologi, khususnya terkait dengan obat hewan.
Terlebih, agar kami dapat terus berkreasi untuk menerbitkan artikel-artikel ilmiah yang lebih
informatif, bermanfaat, dan dapat memajukan dunia kesehatan hewan. Kami mengharapkan
kritik dan saran yang membangun bagi penyempurnaan Buletin Pengujian Mutu Obat
Hewan edisi berikutnya.

Bogor, November 2020

Pimpinan Redaksi
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KATA SAMBUTAN

Bagi dunia kesehatan hewan di Indonesia, Balai Besar Pengujian Mutu dan
Sertifikasi Obat Hewan (BBPMSOH) bukanlah sekedar lembaga pengujian obat hewan.
Lembaga ini menjadi kebanggaan pemerintah Indonesia karena merupakan negara kedua
setelah Jepang di Asia Pasifik yang memiliki laboratorium pengujian mutu dan sertifikasi
obat hewan. Hal ini makin diakui sebagai terdepan di regional Asia Tenggara setelah sidang
tahunan ke-10 ASEAN Sectoral Working Group on Livestock (ASWGL) bulan Agustus 2002
di Penang, Malaysia dan BBPMSOH ditetapkan sebagai laboratorium penguji mutu vaksin
hewan yang diakui di tingkat ASEAN. Sejak itu BBPMSOH sudah dilakukan asesmen
sebanyak 4 kali. Terakhir diajukan lagi pada tahun 2018 di Cambodia. Hasil asesmen sudah
disetujui dalam pertemuan ANFPV, ASWGL dan SOM-AMAF pada tanggal 22 Juli 2020
sebagai ASEAN Recognition of Reference Laboratories For Animal Vaccine Testing dan
sudah ditetapkan pada pertemuan ASEAN Minister on Agriculture and Forestry (AMAF)
pada bulan November 2020.

BBPMSOH mempunyai tugas lingkup nasional dalam menjamin tersedianya obat
hewan yang memenuhi standar mutu dalam upaya mendukung suksesnya pembangunan
industri peternakan. Sebagai satu-satunya lembaga pengujian mutu obat hewan di
Indonesia, BBPMSOH sebagai unit pelaksana teknis dari Direktorat Jenderal Peternakan
dan Kesehatan Hewan, Kementerian Pertanian berperan penting dalam penjaminan mutu
obat hewan yang beredar di Indonesia. Dalam mendukung salah satu tugas pokok dan
fungsinya maka BBPMSOH melaksanakan pemantauan dan pengkajian mutu obat hewan
setiap tahun yang bertujuan untuk monitoring mutu obat hewan yang sudah diregistrasi
dan mengkaji efek sampingnya dilapangan. Hasil monitoring dan kajian tersebut perlu
didesiminasikan kepada masyarakat luas pada umumnya dan dunia kesehatan hewan
khususnya. Oleh karena itu Buletin Pengujian Mutu Obat Hewan hadir sebagai media untuk
penyebar luasan informasi ilmiah yang diharapkan dapat memberi maafaat bagi dunia
kesehatan hewan.

Bogor, November 2020

Kepala Balai Besar,

drh. Maidaswar, M.Si
NIP. 196705191994031001
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Isolasi Escherichia coli dan Deteksi Gen mobilized colistin resistance (mcr)-1 pada
Escherichia coli Resistan Kolistin dari Sampel Usap Kloaka Broiler di Tujuh Provinsi
di Indonesia

Ernes Andesfha’, Meutia Hayati', Dina Kartini',Maria Fatima Palupi?, Neneng Atikah', Istiyaningsih’, Joen
Firmanta', Novy Rianti', Sarji', Deden Amijaya’, Nurhidayah?, Siti Komariah?, Sri Arofah®

Unit Uji Bakteriologi ,Unit Farmasetik dan Premiks, Unit Supply Center
Balai Besar Pengujian Mutu dan Sertifikasi Obat Hewan, Gunungsindur-Bogor, 16340
Email: ernesandesfha@ymail.com
ABSTRAK

Penggunaan antibiotik yang intensif dalam upaya pencegahan dan pengobatan infeksi bakteri dalam bidang
peternakan berdampak pada munculnya bakteri resistan yang memberikan ancaman besar dalam kehidupan
manusia dan hewan. Kolistin merupakan /ast drug choice bagi pengobatan infeksi multiresistan bakteri gram negatif
pada manusia. Gen mcr-1 merupakan gen resistan kolistin yang mampu dipindahkan secara horizontal. Tujuan
kajian ini adalah untuk mendapatkan data E. coli patogen dan non patogen, prevalensi E. coli resistan kolistin, dan
deteksi gen mcr-1 pada E. coli resistan kolistin. Sampel yang diuji adalah 48 pool sampel usap kloaka ayam broiler
yangdiambil dari peternakan broiler di Provinsi Sumatera Utara, Lampung, Banten, Jawa Barat, Jawa Tengah, Jawa
Timur, dan Sulawesi Selatan. Isolasi E. colimenggunakan metode SNI 2897:2008, uji patogenesitas menggunakan uiji
congo red, uji kepekaan kolistin menggunakan metode agar dilution,dan deteksi gen resistan mcr-1 dengan metode
polymerase chain reaction (PCR). Hasil isolasi dari sampel pool usap kloaka diperoleh 159 isolat E. coli,sebanyak
69 isolat E. coli (43,40%) merupakan isolat patogen dan 90 isolat E. coli (56,60%) merupakan isolat non patogen.
Prevalensi E. coli resistan kolistin adalah 21,38% (Cl 95%; CL 15,73-28,39%) dan prevalensi E. coli resistan kolistin
positifmer-1 adalah 15,72% (Cl 95%; CL 10,88-22,18%). Keterkaitan genotipikmcr-1 dan fenotipik E. coli resistan
kolistin cukup tinggi, hal ini ditunjukkan 73,53% E. coli resistan kolistin memiliki gen mcr-1. Dua puluh isolat(28,90%)
dari isolat E. coli patogen ternyata resistan terhadap kolistin. Empat belas isolat (15,60%) dari 90 isolat E. colinon
patogen menunjukkan resistan terhadap kolistin. Keberadaan E. coli patogen resistan kolistin dan memiliki gen mcr-
1 dapat menyebabkan infeksi akan semakin sulit diobati. E. coli non patogen resistan kolistin memiliki gen mcr-1
dapat memberikan bahaya yang besar. Hal ini disebabkan, meskipun bakteri ini tidak menyebabkan infeksi tetapi
mampu menyebarkan sifat resistansinya secara horizontal terhadap bakteri lain dan dapat menyebar ke manusia.
Hasil kajian ini menunjukkan ancaman resistansi yang cukup serius mengingat prevalensi E. coli resistan kolistin
dalam kajian ini masuk dalam kategori tinggi. Oleh sebab itu, pelarangan penggunaan kolistin pada hewan produksi
merupakan langkah yang tepat untuk mengurangi risiko peningkatan resistansi kolistin.

Kata kunci: E. coli, patogen, resistan, kolistin, gen mcr-1
ABSTRACT

The intensive use of antibiotics in the prevention and treatment of bacterial infections in livestock has resulted in
the emergence of resistant bacteria which pose a major threat to human and animal life. Colistin is the last drug
of choice for the treatment of multiresistant infection with gram-negative bacteria in humans. The mcr-1 gene is a
colistin resistance gene that can be transferred horizontally. This study aimed to obtain data on pathogenic and non-
pathogenic E. coli, the prevalence of colistin-resistant E. coli, and to detect mcr-1 gene from colistin-resistant E. coli.
The samples tested were 48 pools sample of cloacal swab broilers were taken from broiler farms from the provinces
of North Sumatra, Lampung, Banten, West Java, Central Java, East Java, and South Sulawesi. Isolation of E. coli
using the SNI 2897: 2008 method, the pathogenicity test using the congo red test, the colistin sensitivity test using
the agar dilution method, and the detection of the mcr-1 resistance gene using the polymerase chain reaction (PCR)
method. The isolation results from the cloacal usap pool samples obtained 159 E. coli isolates, a total of 69 E. coli
isolates (43,40%) were pathogenic isolates and 90 E. coli isolates (56,60%) were non-pathogenic isolates. The
prevalence of colistin-resistant E. coli was 21,38% (95% CI; CL 15,73-28,39%) and the prevalence of mcr-1 positive
colistin-resistant E. coli was 15,72% (95% CI; CL 10,88-22,18%). The agreement between genotypically mcr-1 gene
and phenotypically colistin-resistant E. coli is quite high, this is indicated by 73,53% of colistin-resistant E. coli has
the mer-1 gene. Twenty isolates (28,90%) of the pathogenic E. coli isolates were found resistant to colistin. Fourteen
isolates (15,60%) of non-pathogenic E. coli isolates showed resistance to colistin. The presence of the colistin-
resistant pathogenic E. coli that has the mcr-1 gene can make the infection more difficult to treat. Colistin-resistant
non-pathogenic E. coli has the mcr-1 gene which can pose a great danger because although this bacterium does
not cause infection, it can spread its resistance gene horizontally to other bacteria and can spread to humans. The
results of this study indicate a serious threat of resistance given that the prevalence of colistin-resistant E. coli in this
study falls into the high category. Therefore, prohibiting the use of colistin in production animals is the right step to
reduce the risk of increased colistin resistance.

Keywords: E. coli, pathogen, resistant, colistin, mcr-1 gene
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PENDAHULUAN

Perhatian dan fokus dunia dalam 10 tahun
terakhir ini banyak tertuju kepada isu
Antimicrobial Resistance (AMR) sebagai salah
satu dampak penggunaan antibiotik yang tidak
bijaksana. AMR menjadi isu global karena
permasalahannya sangat kompleks dan upaya
pengendaliannya membutuhkan peran dari
semua pihak di bidang kesehatan hewan dan
manusia sebagai satu kesatuan kesehatan
dunia. Penelitian, kajian, dan informasi tentang
dampak dari AMR telah banyak dilakukan.
Akibat dari AMR antara lain, angka morbiditas
menjadi meningkat, angka mortalitas meningkat,
periode infeksi lebih lama, produktifitas ternak
menurun, dan biaya pengobatan atau perawatan
meningkat.

E. coli adalah bakteri komensal yang
sebagian besar adalah bakteri aerobik yang
secara normal terdapat dalam saluran
pencernaan manusia dan hewan berdarah
panas. Keberadaan E. coli dianggap sebagai
indikator utama kontaminasi feses pada
makanan dan air (9. Banyak strain E. coli dapat
muncul sebagai patogen karena keberadaan
faktor patogenik tertentu dan gen virulen yang
terletak pada element genetic dan sebagai
pembeda dari strain E. coli komensal ©9,
Colibacillosis adalah infeksi E. coli patogen
yang sangat umum yang menyebabkan
kerugian ekonomi pada peternakan unggas
karena menurunkan produktivitas,
meningkatkan mortalitas, pengafkiran karkas
terinfeksi, meningkatkan biaya pencegahan,
dan pengobatan unggas yang terinfeksi ).
E.coli juga banyak digunakan untuk
pemantauan dan  surveilans  resistansi
antimikroba “. Peternakan unggas yang
terinfeksi E. coli akan menjadi sumber
penularan antar ayam dalam peternakan
tersebut serta lingkungannya, sehingga tidak
menutup  kemungkinan lingkungan yang
terkontaminasi bisa menjadi sumber terjadinya
foodborne zoonoses diseases. Apabila E. coli
memiliki gen penyandi resistan maka bakteri
tersebut dapat menyebarkan gen resistan antar
ayam di lingkungan di peternakan dan juga

menyebar ke manusia yang mengkonsumsi
produk unggas.

Berdasarkan Keputusan Direktorat Jenderal
Peternakan dan Kesehatan Hewan (DJPKH)
Nomor 09111/Kpts/PK 300/F/09/2018 tentang
Petunjuk Teknis Penggunaan Obat Hewan
Dalam Pakan untuk Tujuan Terapi, menyatakan
bahwa antibiotik dapat dicampur dalam pakan
untuk keperluan terapi. Penggunaan antibiotik
dalam pakan yang tidak sesuai dosis terapi
akan menimbulkan dampak buruk pada ternak,
yaitu apabila dosis terlalu tinggi dapat
menimbulkan efek toksik, sedangkan jika dosis
terlalu rendah akan tidak memiliki efek terapi
yang diharapkan.

Balai Besar Pengujian Mutu dan Sertifikasi
Obat Hewan (BBPMSOH) berdasarkan
Keputusan Menteri Pertanian Nomor: 53/
Permentan/OT.140/5/2013 tentang Organisasi
dan Tata Kerja BBPMSOH mempunyai tugas
pokok dan fungsi antara lain melaksanakan
monitoring efek samping obat hewan. AMR
merupakan salah satu efek samping
penggunaan antimikroba yang tidak bijaksana.
Dalam hal ini, resistansi dapat mempengaruhi
efikasi antimikroba saat digunakan dalam
pengobatan hewan, sehingga AMR masuk
dalam pharmacovigillance. Guna melaksanakan
tupoksi tersebut Unit Uji Bakteriologi,
Farmasetik dan Premiks, dan Bioteknologi
BBPMSOH melakukan kegiatan pengkajian E.
colidalam rangka pemetaan AMR dengan cara
mengambil sampel usap kloaka dari peternakan
ayam broiler. Tujuan kegiatan pengkajian ini
untuk (1) mendapatkan isolat E. coli dari sampel
usap kloaka ayam broiler, (2) mendapatkan
data isolat E. coli patogen dan non patogen, (3)
memperoleh data prevalensi isolat E. coli
resistan kolistin, (4) keberadaan gen mcr-1 dari
isolat E. coli resistan kolistin, dan (5) melihat
keterkaitan genotip mcr-1 dengan fenotip
resistan kolistin pada E. coli yang didapatkan
dari tujuh provinsi di Indonesia.

Kolistin merupakan antibiotik yang masuk
dalam highest critically important antimicrobials
for human dan kolistin banyak digunakan di
hewan produksi. Adapun pemilihan gen mcr-1,
disebabkan karena gen ini merupakan gen
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resistan kolistin yang pertama kali ditemukan
mampu dipindahkan melalui plasmid ?®. Hasil
kajian ini diharapkan diperoleh output data
tentang gambaran pola resistansi E. coli
terhadap kolistin sulfat di peternakan ayam
pedaging atau broiler. Data tersebut dapat
menjadi bahan dasar kebijakan DJPKH dalam
upaya mengurangi penyebaran AMR, mengatur
pemakaian antibiotik untuk pakan terapi dan
pemilihan antibiotik untuk terapi di bidang
kesehatan hewan di Indonesia.

METODE
Waktu, Tempat ,dan Lingkup Pengkajian

Kegiatan pengkajian ini terbagi dalam dua
tahap yaitu tahap pengambilan sampel di tujuh
provinsi  dilaksanakan  bulan  Agustus-
September 2019 dan tahap pengujian sampel
di BBPMSOH dilaksanakan bulan September-
November 2019. Tahap pengujian meliputi
isolasi E. coli, uji patogenitas E. coli di Unit Uji
Bakteriologi, uji kepekaan kolistin di Unit Uji
Farmasetik, dan deteksi gen mcr-1 di Unit
Bioteknologi.

Bahan dan Alat

Bahan yang digunakan pada isolasi dan uiji
patogenesitas E. coli adalah Phosphate Buffer
Saline (PBS),Buffer Phosphate Water (BPW),
media Lauryl Tryptose Broth (LSTB) (Difco,
USA), Escherichia Medium (ECM) (Difco, USA),
Eosin Methylene Blue (EMB) (Oxoid, UK), Heart
Infusion Agar (HIA) (Difco, USA), Triple Sugar
Iron Agar (TSIA), Simmons Citrat Agar (SCA)
(Oxoid, UK), Sulfide Indole Motility agar (SIM)
(Oxoid, UK), Reagen Alph-anaphtol, Potassium
Hydroxide (KOH), Methyl Red-Voges Proskauer
broth (MR-VP) (Merck, Germany), Methyl Red
(Kanto Chemical, Japan), Congo Red (Sigma,
USA). Bahan yang digunakan untuk uji
kepekaan E. coli terhadap kolistin sulfat adalah
agar Mueller-Hinton (MHA) (Difco/DB, USA),
standar kolistin sulfat (Sigma-USA), distillated
water steril, Heart Infusion Broth (HIB) (Difco,
USA), dan E. coli ATCC25922 sebagai kontrol.
Adapun untuk uji deteksi gen mcr-1 diperlukan,

primer mer-1, Prepman solution, Kit HotStarTaq®
Master Mix Kit (Qiagen, Germany), Agarose
Gel, SYBR Safe DNA Gel Stain, DNA Ladders
100 bp, Loading dye, dan TAE Buffer10X.

Alat-alat yang digunakan antara lain
timbangan digital, tabung reaksi, erlenmeyer,
gelas ukur, ose, cawan petri, autoklaf, pipet 1
mL, 2 mL, 5 mL, 9 mL dan 10 mL, pH meter,
tabung mikrotube 200 uL, mikropipet dan tips
volume 10 pL, 100 uL, 1000 pL, hot plate,
inkubator 35°C dan 42°C, bench hood,
mikrospin, mikrosentrifuse, ice plate, vortex,
microwave, cetakan agarose dan comb, mesin
PCR thermal cycler (ABI Veriti, Applied
Biosystems, USA), peralatan elektroforesis dan
peralatan gel documentation system
(FireReader V10, Cleaver Scientific, UK).

Sampel Pengkajian

Pemilihan lokasi sampling berdasarkan
metode proportional sampling dengan melihat
jumlah populasi broiler berdasar buku Statistik
Peternakan dan Kesehatan Hewan tahun 2018.
Sampel diambil dari 7 provinsi (Tabel 1), pada
setiap provinsi dipilih 1-2 kabupaten/kota,
sampel yang diambil berupa usap kloaka.
Minimal besaran sampel, dalam hal ini satuan
terkecil adalah jumlah kandang broiler, yang
disampling  dihitung dengan menggunakan
rumus:

n = (1.962 x (P(1-P)))/ &2

Besaran sampel dinyatakan dalam n, P
adalah prevalensi dengan menggunakan hasil
penelitian Palupi et al. (2019), dengan tingkat
kepercayaan 95%, dan e adalah tingkat
kesalahan maksimum (10%). Sehingga
didapatkan jumlah minimum sampel yang harus
diambil adalah 44 kandang. Oleh sebab itu, tiap
kali pengambilan di provinsi diambil enam
kandang broiler dan karena di Jawa Barat
dilakukan dua kali pengambilan, maka di Jawa
Barat diambil 12 kandang, sehingga
keseluruhan besaran sampel didapatkan 48
kandang.
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Pool usap kloaka diambil dari 5 ayam broiler
hidup / kandang menggunakan cotton usap
steril kemudian dimasukkan ke dalam tabung
berisi media pembawa (PBS) steril.Sampel
usap dibawa ke laboratorium dengan
menggunakan cooler box.

Isolasi Escherichia coli

Isolasi E. coli menggunakan metode uji
berdasar SNI 2987:2008, isolasi meliputi
tahap pra-pengayaan, pengayaan, agar
selektif, dan uji biokimia®?. Sampel yang
menunjukkan reaksi positif E. coli hingga tahap
pengujian biokimia dilakukan uji lanjutan yaitu
uji patogenitas E. coli secara invitro dengan
menggunakan uji congo red @.

Pra-pengayaan dilakukan sebagai berikut
sampel pool usap kloaka dalam media PBS
diambil 1 mL dan dimasukkan ke dalam tabung
reaksi yang berisi 9 mL media LSTB steril dan
dihomogenkan dengan vortex, selanjutnya
diinkubasi pada suhu 35°C selama 24 jam + 2
jam.Isolasi E. coli pada agar selektif dilakukan
dengan cara mengambil satu ose sampel
yang telah diinkubasi dalam media pengayaan
kemudian ditanam pada agar EMB dan
diinkubasi pada suhu 35°C selama 24 jam £ 2
jam. Koloni tunggal tipikal E. coli berwarna
keemasan, dan diambil 3-5 koloni tunggal untuk
setiap pool sampel. Selanjutnya tiap koloni
dilakukan purifikasi dengan mengkultur
koloni tunggal pada media EMB dan media

umum HIA untuk kemudian dilanjutkan ke
uji biokimia.

Uji biokimia dengan menanam koloni E. coli
ke media TSI agar miring, media SIM untuk
uji indol, media MR-VP untuk uji MR-VP,
dan media sitrat agar untuk uji sitrat.
Bakteri dinyatakan sebagai E. coli jika:
(1) setelah inkubasi pada media TSI pada
bagian permukaan miring (slant) berwarna
kuning dan tidak memproduksi H,S,(2) pada
uji indol E. coli menunjukkan hasil positif
dengan terbentuk cincin merah,(3) pada uji
VP negatif tidak terjadi perubahan warna pada
media setelah ditetesi dengan pereaksi Alpha-
naphtol dan KOH, (4) pada uji MR positif, dan
(5) pada uji sitrat hasilnya negatif yaitu tidak ada
perubahan pada media yang tetap berwarna
hijau.

Uji Patogenesitas Escherichia coli

Uji patogenitas E. coli secara invitro
menggunakan media congo red®. Isolat E.coli
yang sudah dipurifikasi dibiakkan pada media
agar congo reddan diinkubasikan pada suhu
37 °C selama 24 jam. Inkubasi kemudian
dilanjutkan pada suhu kamar selama 48 jam.
Koloni yang berwarna merah (mengikat congo
red) adalah isolat E.coli patogen sedangkan
koloni yang berwarna putih (tidak mengikat
congo red) adalah isolat E.coli non patogen.

Tabel 1 Data lokasi dan besaran pool sampel pengkajian

Provinsi Kabupaten Jumlah poolusap kloaka

Sumatera Utara Kab. Deli Serdang 6
Lampung Kota Bandar Lampung 6
Banten Kab. Tangerang 6
Jawa Barat Kab. Bogor, Kab. Bekasi 12
Jawa Tengah Kab. Batang, Kota Semarang 6
Jawa Timur Kab. Mojokerto, Kota Surabaya 6
Sulawesi Selatan Kab. Maros, Kota Makassar 6

Total 48
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Uji Kepekaan Escherichia coli Terhadap
Kolistin

Uji kepekaan atau resistansi E. coli kolistin
dilakukan dengan metode agar dilution (AD)
untuk menentukan nilai konsentrasi hambat
minimum (KHM) “1228 Media yang digunakan
adalah MHA vyang mengandung standar
kolistin sulfat dengan konsentrasi kelipatan
dua dari 0,125 pg/mL hingga 16 pg/mL. E. coli
ATCC25922 digunakan sebagai isolat kontrol
sedangkan MHA tanpa kolistin sulfat digunakan
sebagai media kontrol (9.Isolat dinyatakan
resistan kolistin jika nilai KHM > 2 ug/mL
(14, Metode AD memberikan kecenderungan
memberikan nilai KHM lebih tinggi dari metode
broth microdilution (BMD), akan tetapi metode
AD sangat berguna untuk menentukan
resistansi  kolistin. Apabila dibandingkan
dengan metode BMD, yang merupakan metode
rujukan untuk resistansi kolistin, metode AD
menunjukkan tingkat very major errors (hasil
false-susceptible) 0,7-3,3 % yang rendah
dan tingkat major errors (hasil false-resistant)
2,4- 4,9% G2 Menurut penelitian Turlec-
Rogacka et al. (2018) metode AD menunjukkan
tingkat reprodusibilitas, robustness, dan
tingkat kemudahan yang jauh lebih tinggi jika
dibandingkan uji BMD untuk uji resistansi
kolistin®2)

Uji Deteksi Gen mcr-1

Isolat E. coli resistan kolistin ditumbuhkan di
media HIA selama 24 jam pada suhu 37°C. E.
coli yang telah tumbuh di media HIA diekstraksi
dengan  menggunakan metode  boiling
yaitu koloni diambil sebanyak 1/2 ose dan
dilarutkan dengan 100 pl PBS steril. Sampel
dihomogenkan dengan menggunakan vortex
selama 10-30 detik dan dipanaskan pada suhu
100°C selama 10 menit. Sampel yang telah
dipanaskan kemudian didinginkan selama
2 menit di suhu ruang, selanjutnya sampel
disentrifugasi dengan kecepatan 14000 rpm
selama 2 menit. Supernatan hasil sentrifugasi
diambil sebanyak 50 uL sebagai master stock
DNA3),

Deteksi gen mcr-1 sebagai gen penyandi
resistansi terhadap kolistin menggunakan

metode PCR simplex dengan panjang amplikon
309 bp. Komposisi reagen master mix PCR
menggunakan kit PCR HotStarTaq® Master
Mix Kit Qiagen, volume total 25 pL yang
terdiri dari 12,5 uL HotStarTaq master mix, 1
ML primer forward (5 pM) 5-CGGTCAGTCC
GTTTGTTC-3', 1 uLprimer reverse (5 uM)
5-CTTGGTCGG TCTGTAGGG-3'®), 55
uLdH,O, dan 5 WLDNA template. Proses
PCR dilakukan dengan siklus pre denaturasi
95°C selama 15 menit, dilanjutkan dengan 25
siklus yang terdiri dari denaturasi 94°C selama
30 detik, annealing 57,5°C selama 90 detik,
ekstensi pada suhu 72°C selama 1 menit dan
ekstensi akhir pada suhu 72°C selama 10
menit. Pembacaan hasil PCR melalui tahap
elektroforesis menggunakan agarose gel 1,5%,
adapun pewarnaan SYBR safe dan marker 100
bp menggunakan mesin gel documentation
system. Hasil positif gen mcr-1 ditunjukkan
dengan munculnya pita dengan panjang
amplikon 309 bp. Sebagai kontrol positif
digunakan isolat E. coli yang memiliki gen mcr-
1 dari penelitian Palupi et al. (2019).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil isolasi dari 48 sampel pool usap
kloaka ayam broiler diperoleh 159 isolat E. coli.
Selanjutnya 159 isolat E. coli diuji patogenitas
secara invitro pada media congo red dan
diperoleh hasil 69 isolat E. coli patogen
(43,40%) dan 90 isolat adalah E. coli non
patogen (56,60%) (Tabel 2). E. coli patogen
terisolasi paling banyak dari sampel usap
kloaka yang berasal dari Provinsi Jawa Barat
yaitu sebesar 18,84% (13/69), Jawa Tengah
17,39% (12/69), dan Banten 15,94% (11/69).
Persentase E. coli non patogen tertinggi
dari Jawa Barat sebesar 25,55% (23/90),
selanjutnya Jawa Timur dan Sulawesi Selatan
masing-masing sebesar 20% (18/90) (Tabel 2).
Hal ini disebabkan karena jumlah sampel dari
Jawa Barat lebih banyak dari provinsi lainnya
karena dilakukan sampling sebanyak 2 kali
dan diambil dari 12 kandang, sedangkan di
provinsi lain hanya di 6 kandang. Apabila dilihat
berdasarkan jumlah isolat perprovinsi, maka
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Tabel 2 Persentase E. coli patogen dan E. coli non patogen dari tujuh provinsi

E. colinon patogen E. colipatogen

Propinsi Kabupaten/ Kota Persentase Persentase
Jumlah E coli Jumlah E coli
isolat - cofnon isolat . col
patogen patogen
Sumatera Utara Deli Serdang 9 10,00% 9 13,04%
Lampung Bandar Lampung 9 10,00% 9 13,04%
Banten Tangerang 7 7,78% 11 15,94%
Jawa Barat Bogor, Bekasi 23 25,56% 13 18,84%
Jawa Tengah Batang, Kota Semarang 6 6,67% 12 17,39%
Jawa Timur Mojokerto, Kota Surabaya 18 20,00% 6 8,70%
Sulawesi Selatan Maros, Kota Makassar 18 20,00% 9 13,04%
Total 90 100% 69 100%
. . . 90/159 69/159
Persentase dari total isolat E. coli (56,60%) (43,40%)

sampel dari Sumatera Utara dan Lampung
memiliki persentase E.coli patogen tertinggi
yaitu masing-masing 50% (masing-masing
9/18). E. coli termasuk bakteri gram negatif,
berbentuk batang, dan merupakan mikroflora
normal dalam saluran pencernaan manusia
dan hewan. Meskipun demikian terdapat
beberapa serotipe E. coli bersifat patogen yang
dapat menyebabkan infeksi pada manusia
dan hewan (", Media Congo red digunakan
untuk mengetahui sifat patogenitas bakteri E.
coli secara invitro. Bakteri E. coli yang bersifat
patogen akan bereaksi positif dengan mengikat
zat warna yang terdapat dalam media Congo
red sehingga koloni E. coli patogen akan
berwarna merah. Kemampuan E. coli patogen
ini mengikat warna dalam media Congo red
ini dapat digunakan sebagai penanda fenotip
untuk membedakan isolat E. coli yang bersifat
invasif menyebabkan septikemia pada unggas
dan E. coli non invasif yang bersifat komensal/
flora normal®. Menurut Gjessing dan Berkhoff
(1988), ada korelasi yang kuat antara ekspresi
fenotip E. coli pada media Congo red dengan
sifat virulensinya. E. coli non patogen yang
tidak mampu mengikat zat warna yang terdapat
dalam media Congo red sehingga koloni yang
terbentuk berwarna putih(®.

Berkhoff dan Vinal (1985) menyatakan
umumnya isolat E.coli bereaksi positif pada
media Congo redakan hilang kemampuan
mengikat warna Congo red jika disub kultur
pada media komplek seperti media blood agar®.
Kemampuan bakteri mengikat warna pada
media Congo red kemungkinan melibatkan
polisakarida yang terdapat dalam dinding
sel bakteri Gram negatif yang mengandung
komponen polisakarida pada membran luarnya
berupa glukose 3-1-3 (B-D-glucan), polisakarida
ini bersifat kurang imunogenik sehingga
digunakan bakteri untuk menghindar dari sistem
imuninang ¥.Infeksi E. colipatogen padaunggas
umumnya bersifat sistemik dan menimbulkan
bakteremia ®. Menurut Brito et al.(2003) infeksi
E. coli patogen berupa selulitis cenderung
menginfeksi ayam broiler dan menyebabkan
kerusakan karkas dan peningkatan angka afkir
sampai 42,5%©®.Sehingga, secara ekonomi
infeksi E. coli patogen pada unggas sangat
merugikan peternak 422,

Hasil uji sensitifitas atau kepekaan terhadap
antibiotik kolistin sulfat menunjukkan 34 dari 159
isolat resistan terhadap kolistin sulfat sehingga
didapatkan prevalensi E. coli resistan kolistin
adalah 21,38% (Cl 95%; CL 15,73-28,39%).
Nilai prevalensi ini termasuk tinggi dengan
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rincian 58,82% (20/34) ditemukan pada E. coli
patogen dan 41,18% (14/34) pada E. coli non
patogen. Berdasarkan patogen-non patogen
didapatkan bahwa sebanyak 28,99% (20/69) E.
coli patogen ternyata resistan terhadap kolistin
dan dari isolat non patogen didapatkan 15,56%
(14/90) resistan terhadap kolistin (Tabel 3).
Jumlah E. coli resistan kolistin berdasarkan asal
provinsi,paling banyak ditemukan pada isolat
E. coli yang berasal dari Banten yaitu 72,22%
(13/18), Sumatera Utara 55,56% (10/18), dan
Jawa Barat 25,00% (9/36). Isolat E. coli resistan
kolistin tidak ditemukan dari Provinsi Lampung
dan Jawa Tengah.

Bakteri E. coli resistan kolistin selanjutnya
dideteksi keberadaan gen penyandi resistansi
terhadap kolistin yaitu gen mcr-1 yang tersaji
pada Tabel 3 dan Gambar 1-3. Hasil deteksi
gen mcr-1 dari 7 provinsi dengan total 34
isolat E. coli resistan kolistin diperoleh sebesar
73,51% (25/34) yaitu ditemukan 25 isolat E.
coli positif memiliki gen mcr-1 dan 9 isolat
lainnya negatif gen mcr-1. Hal ini menunjukkan
keterkaitan genotip mcr-1 dan fenotip resistan
kolistin yang kuat. Dari hasil uji resistansi dan
deteksi gen mcr-1 didapatkan prevalensi E. coli
resistan kolistin positif mcr-1 adalah 15,72%
(Cl 95%; CL 10,88-22,18%).Deteksi gen mcr-1
menggunakan metode PCR yang menunjukkan

hasil amplifikasi gen mcr-1 dengan panjang
amplikon 309 bp (Gambar 1-3).

Antibiotik kolistin sejak tahun 1959 digunakan
untuk mengobati infeksi bakteri Gram negatif
pada manusia. Namun, karena kolistin memiliki
efek samping yaitu bersifat toksik terhadap saraf
(neurotoksik) dan ginjal (nephrotoksik) sehingga
penggunaannya di manusia mulai ditinggalkan
dan diganti dengan antibiotik yang lebih aman
dan efektif. Beberapa tahun terakhir ini banyak
muncul resistansi atau berkurangnya efikasi
antibiotika golongan gB-laktam, aminoglikosida,
atau kuinolon tidak efektif menyebabkan
kolistin digunakan kembali dan menjadi obat
pilihan terakhir untuk pengobatan infeksi Multi
Drugs Resistansi bakteri Gram negatif 9,
Kolistin adalah antibiotik bersifat bakterisidal,
memiliki spektrum sempit yang sangat efektif
bakteri
besar

untuk  membunuh Gram
yaitu sebagian
termasuk E. coli, Enterobacter, Salmonella,
Klebsiella®.
sebagai obat pilihan terakhir untuk pengobatan
infeksi oleh bakteri Gram negatif lain yang

multiresistan seperti Pseudomonas aeruginosa,

negatif
Enterobacteriaceae

Shigella,dan Kolistin  sulfat

dan Enterobacteriaceae multi resistan

karbapenemase (1781129,

Tabel 3 Hasil Uji E. coli resistan kolistin dan positif memiliki gen mcr-1

E. coli non patogen

E. coli Patogen
Persentase E.

Persentase E.

Provins! Jumlah  Jumlah  Positif Jumlah Jumlah  Positif  coliresistan EZZ.Z??,'SZ??
isolat resistan mcr-1 isolat resistan mcr1
Sumatera Utara 9 5 3 9 5 4 55,55% 38,88%
Lampung 9 0 0 9 0 0 0% 0 %
Banten 7 6 5 1" 7 7 72,22% 66,66%
Jawa Barat 23 1 0 13 8 4 25,00% 1,1%
Jawa Tengah 6 0 0 12 0 0 0% 0%
Jawa Timur 18 1 1 6 0 0 4,16% 4,16%
Sulawesi Selatan 18 1 1 9 0 0 3.70% 3.70%
Total 90 14 10 69 20 15
Persentase 90/159 14/90 10/14 69/159 20/69 15/20 34/159 25/159
(56,60%) (15,56%) (71,42%) (43,40%) (28,99%)  (75,00%) (21,38%) (15,72%)
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Gambar 1 Amplifikasi gen mcr-1 (309 bp) penyandi resistansi kolistin pada plasmid E. coli (n=15).
Sebanyak 10 isolat E. coli yang berasal dari usap kloaka menunjukkan hasil positif mcr-
1 dan 5 isolat menunjukkan hasil negatif mcr-1. Kontrol positif:E. coli resistan kolistin
memiliki gen penyandi resistansi mcr-1 (309 bp).

Marker 100 bp
Banten/39B/Swab
Banten/40A/Swab
Banten/40C/Swab
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Gambar 2 Amplifikasi gen mcr-1 (309 bp) penyandi resistansi kolistin pada plasmid E. coli (n=15).
Sebanyak 12 isolat E. coli yang berasal dari usap kloaka menunjukkan hasil positif mcr-
1 dan 3 isolat menunjukkan hasil negatif mcr-1. Kontrol positif:E. coli resistan kolistin
memiliki gen penyandi resistansi mcr-1 (309 bp).

Sum Ut/47C/Swab
SumUt/48A/Swab

Sum Ut/48B/Swab

Sum Ut/48C/Swab
Kontrol + E. coli resisten
keolistin

(=3
=
=
=
—

-

7]
]

=
=

300 bp <€— 309bp

Gambar 3 Amplifikasi gen mcr-1 (309 bp) penyandi resistansi kolistin pada plasmid E. coli (n=4).
Sebanyak 3 isolat E. coli yang berasal dari usap kloaka menunjukkan hasil positif mcr-
1 dan 1 isolat menunjukkan hasil negatif mcr-1. Kontrol positif:E. coli resistan kolistin
memiliki gen penyandi resistansi mcr-1 (309 bp).
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Kolistin  yang bersifat kationik akan
berinteraksi dan berikatan dengan
lipopolisakarida bagian hidrofobik dari lipid A
yang bermuatan anionik sehingga merusak
kestabilan membran sel dan menyebabkan
isi sel bakteri keluar dan bakteri menjadi mati
@0, Penggunaan kolistin di bidang kedokteran
hewan banyak digunakan untuk pencegahan,
pengobatan, metafilaksis, dan meningkatkan
pertumbuhan('3"). Kolistin sering ditambahkan
pada pakan dengan dosis rendah dan digunakan
sebagai growth promoter di beberapa negara
yang penggunaannya diizinkan@"). Pada babi
dan sapi, kolistin terutama digunakan untuk
mengendalikan infeksi enterik yang disebabkan
oleh E. coli dan Salmonella® 3",

Perkembangan resistansi mikroba
menjadi proses yang kompleks karena salah
satunya berhubungan dengan keberadaan gen
penyandi resistansi yang ditemukan di dalam
material genetik pada plasmid atau kromosom.
Integron adalah genetik material yang
bertanggung jawab menangkap gen resistan
dan menyebarkannya melalui genetic mobile
elements seperti transposon dan plasmid.
Keberadaan integron dapat dideteksi melalui
amplifikasi gen integrase (intl1, intl2, intl3)
).

Gen mcr-1 dilaporkan pertama kali oleh Liu
et al. (2016) yang menemukan gen tersebut
dari E. coli yang diisolasi tahun 2012 - 2014
di Cina, isolat E. coli berasal dari sampel
daging mentah sebesar 15% (78/523), dari
sampel hewan 21% (166/804), dan dari sampel
pasien rawat inap 1% (16/1322)@5). Analisis
retrospektif menunjukkan gen mcr-1 telah
bersirkulasi sejak tahun 1980-an dan isolat
paling awal berasal dari ayam ©9. Gen mcr-1
terletak pada plasmid yang mengkode enzim
kelompok phosphoethanolamine transferase
(PEtN). Ekspresi enzim ini pada E. coli akan
menghasilkan penambahan molekul pEtN
pada lipid A sehingga Kkolistin tidak dapat
berikatan pada lipid A dan tidak dapat masuk
ke dalam sel bakteri sehingga bakteri menjadi
resistan(@),

Beberapa data penelitian menunjukkan gen
mcr-1 banyak bersirkulasi pada isolat resistan

kolistin yang berasal dari sampel unggas.
Namun, gen mcr-1 tidak selalu ditemukan pada
isolat yang resistan kolistin secara fenotip,
karena resistansi kolistin dapat juga terjadi
karena adanya novel mcr-like gen atau resistansi
jalur kromosom yang mungkin terlibat(®2),
Hal ini ditemukan dari hasil pengkajian ini
yaitu terdapat 9 isolat E. coli yang resistan
kolistin secara fenotip namun tidak ditemukan
gen mcr-1. Resistansi terhadap kolistin pada
sebagian besar bakteri Gram negatif melalui
jalur kromosomyang melibatkan penambahan
molekul 4-amino-4-deoxy-l-arabinose (L-Ara4N)
dan pEtN pada lipid A.Penambahan molekul
tersebut menurunkan afinitas lipid A sehingga
kolistin tidak dapat berikatan dengan lipid A dan
tidak dapat merusak membran sehingga bakteri
menjadi resistan®?. Mekanisme resistansi
lainnya melalui modifikasi spesifik pada porin
membran luar, meningkatkan pengaturan
MexAB-OprM dan akhirnya terjadi ekspresi
berlebih pada sistem pompa efflux sehingga
kolistin dikeluarkan dari sel bakteri®".

Resistansi terhadap kolistin dapat juga
terjadi tanpa paparan antibiotik kolistin seperti
yang ditemukan pada isolat pasien dari
Huashan Hospital di Cina dan semua isolat
berasal dari pasien yang tidak mendapatkan
pengobatan antibiotik kolistin. Pada 68 isolat
Klebsiella pneumonia ditemukan 3 isolat K.
pneumonia yang resistan kolistin dan dari
14 isolat Enterobacteriaceae ditemukan 1
isolat Enterobacter cloacaeresistan terhadap
kolistin®.Gen mcr-1 telah ditemukan secara
luas di dunia, pada bakteri Salmonella yang
resistan kolistin, mcr-1 ditemukan sebanyak
22,7% (5/22) di Cina, ltalia 15,4% (2/13), dan
Belanda 20,8% (11/53) (242 Adapun pada
penelitian Lettini et al. (2016),isolat Salmonella
resistan  kolistin  yang didapatkan dari
peternakan unggas dan babi di Vietnam tidak
ditemukan adanya gen mcr-1.

Wang et al. (2018), melakukan kajian
kompilasi terhadap 457 data global 2008-2016
dari isolat positif memiliki gen mcr-1 dari 31
negara, dengan rincian berikut: 110 data whole-
genome sequencing (WGS) dari Cina, 195 data
isolat dari publikasi yang sekuennya terdapat
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di NCBI GenBank, dan 152 sekuen dari NCBI
Short Read Archive (SRA). Hasilnya ditemukan
jumlah sampel positif mcr-1 tertinggi yaitu 222
sampel berasal dari Cina dengan 45% sampel
berasal dari Provinsi Shandong, 58 sampel
dari Vietham, dan 25 sampel dari Jerman.
Isolat yang positif mcr-1 tertinggi berasal dari
bakteri E. coli (411), Salmonella enterica (29),
Klebsiella pneumonia (8), Escherichia fergusonii
(2), Kluyvera ascorbate (2), Citrobacterbraakii
(2), Cronobacter sakazakii(1), dan Klebsiella
aerogenes (1). Informasi terkait sumber sampel
diperoleh 222 berasal dari hewan, 108 dari
manusia, dan 30 sampel lingkungan “3).

Adanya gen penyandi resistansi mcr-1 pada
bakteri E. coli resistan kolistin yang berasal
dari sampel broiler hidup (usap kloaka) pada
kajian ini serta ditemukannya gen mcr-1 dari
hewan dan manusia oleh Liu et al. (2016),
menimbulkan kekhawatiran akan semakin sulit
penangan kasus infeksi bakteri Gram negatif
pada manusia®). Menurut Yi et al.(2017)
hingga sekarang E. coli merupakan bakteri
pembawa utama gen mcr-1 yang merupakan
gen penyandi resistansi antibiotik kolistin yang
mampu mentransfer materi genetik tersebut
secara horizontal antar spesies bakteri®“8).

Keberadaan E. coli patogen resistan
antibiotik dari sampel feses dan tanah
kemungkinan dapat mengkontaminasi rantai
makanan dan menjadi sumber bahaya bagi
kesehatan masyarakat, bakteri yang resistan
dapat secara Dberkelanjutan mencemari
lingkungan melalui feses dan dapat
menyebabkan infeksi serius bakteri resistan
pada manusia ®2. Bakteri E. coliresistan dapat
juga menyebar ke manusia melalui kontak
langsung manusia dengan hewan terinfeksi
dan E. coli resistan dapat berperan sebagai
‘pemindah” gen resistan terhadap bakteri
lainnya @,

Hasil deteksi gen mcr-1 dari 7 provinsi
diperoleh keberadaan gen mcr-1 pada isolat E.
coli resistan kolistin sebesar 73,53% (25/34).
Persentase tertinggi ditemukan E.coli resistan
kolistin dan memiliki gen mcr-1 dari Provinsi
Banten (66,66%), berikutnya Sumatera Utara
(38,88%), Jawa Barat (11,11%), Jawa Timur

10

(4,16%), Sulawesi Selatan (3,70%), sedangkan
dari Provinsi Lampung dan Jawa Tengah negatif
isolat E. coli resistan kolistin dan negatif gen
mcr-1. Tingginya nilai keterkaitan keberadaan
gen resistan mcr-1 ini menunjukkan hubungan
yang linier antara hasil uji resistansi secara
fenotip dan keberadaan elemen genetik yaitu
gen penyandi resistansi mcr-1 yang terekspresi.
Hasil kajian ini secara keseluruhan memberikan
gambaran bahwa hewan pada peternakan dapat
menjadi reservoir/sumber penularan bakteri
resistan melalui perpindahan gen resistan atau
terinfeksi E. coli resistan ke hewan, manusia,
bakteri lain dan lingkungan. Dari data ini
menunjukkan bahwa keputusan pemerintah
Indonesia untuk melarang peredaran kolistin
untuk digunakan pada hewan per Juli 2020
sudah tepat. Namun demikian, surveilans
resistansi kolistin masih perlu dilanjutkan untuk
melihat efektifitas peraturan ini dan melihat titik-
titik kritis lainnya guna mencegah penyebaran
dan perbanyakan E. coli resistan kolistin dari
hewan ke manusia. Serta perlunya pengawasan
obat hewan dalam rangkan pemastian bahwa
sudah tidak ada lagi kolistin yang digunakan di
hewan produksi juga masih perlu dilakukan,

KESIMPULAN

Hasil isolasi dari sampel usap kloaka
diperoleh 159 isolat E. coli dan dari sampel
pakan dan air baku tidak ditemukan isolat E.
coli. Hasil uji patogenitas diperoleh 69 (43,40%)
adalah E. coli patogen dan 90 (56,60%)
adalah E. coli non patogen. Prevalensi E.
coli resistan kolistin ditemukan cukup tinggi
yaitu 21,38% (Cl 95%; CL 15,73-28,39%) dan
prevalensi E. coli resistan kolistin positif mcr-
1 adalah 15,72% (Cl 95%; CL 10,88-22,18%).
Keterkaitan genotipik mcr-1 dan fenotipik E. coli
resistan kolistin cukup tinggi, hal ini ditunjukkan
73,53% E. coli resistan kolistin memiliki gen
mcr-1. Persentase resistansi kolistin dan
keberadaan gen mcr-1 berdasarkan lokasi
tertinggi ditemukan dari Provinsi Banten,
berikutnya Sumatera Utara, dan Jawa Barat.
Keberadaan gen mcr-1yang terdapat di plasmid
memberikan peluang terjadinya penyebaran
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resistansi terhadap bakteri komensal dan
bakteri patogen lainnya. Penyebaran resistansi
ini dapat menyebabkan infeksi semakin sulit
diobati dan periode infeksi semakin panjang
yang akhirnya akan menurunkan ketahanan
dan produktivitas ternak. Beberapa upaya
untuk menurunkan penyebaran dan dampak
resistansi melalui peningkatan biosekuriti dan
menerapkan management peternakan yang
baik, menerapkan higiene dan sanitasi saat
mengolah bahan pangan asal hewan serta
menggunakan antibiotik hanya untuk tindakan
terapi.
SARAN

Kegiatan pengkajian ini masih membutuhkan
kegiatan lanjutan dengan lingkup kajian/
penelitian yang lebih luas lagiyaitu kajian dengan
jenis bakteri atau agent biologi yang berbeda,
dan golongan antibiotik, sumber sampel serta
gen penyandi resistan yang berbeda sehingga
Indonesia memiliki data yang komprehensif
khususnya di bidang Kesehatan Hewan.
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VALIDASI METODE UJI KADAR SEDIAAN DIKLAZURIL SERBUK TUNGGAL DENGAN
PELARUT SODIUM ASETAT TRIHIDRAT DALAM METANOL MENGGUNAKAN

SPEKTROFOTOMETER UV-Vis

Maria Fatima Palupi, Siti Khomariyah, Eli Nugraha, Emi Rusmiati, Nafisah Idrishanty

Unit Uji Farmasetik dan Premiks
Balai Besar Pengujian Mutu dan Sertifikasi Obat Hewan, Gunungsindur — Bogor, 16340
Email: lupi_ima@yahoo.co.id

ABSTRAK

Validasi metode merupakan suatu keharusan dalam pengembangan metode untuk memastikan bahwa metode
yang digunakan memberikan hasil yang valid. Tujuan pengkajian ini adalah melakukan validasi metode uiji
kadar sediaan diklazuril serbuk tunggal dengan menggunakan spektrofotometer UV-Vis dengan pelarut
sodium asetat trihidrat dalam metanol. Parameter validasi yang diuji adalah presisi, akurasi, linearitas, batas
deteksi, batas kuantitasi, dan spesifisitas. Hasil presisi, akurasi, linearitas, spesifisitas dinyatakan memenuhi
persyaratan jika: (1) untuk presisi nilai koefisien variasi (coefficient of variation/CV) pengujian < CV Horwitz
dari metode; (2) akurasi dinyatakan baik jika nilai recovery < 5% atau rentang perolehan kembali 90-107%; (3)
nilai regresi linearitas (r) > 0,99; dan (4) dinyatakan spesifik apabila kromatogram hasil uji zat selain diklazuril
berbeda dengan bentuk kromatogram diklazuril. Hasil uji presisi menunjukkan bahwa metode ini memberikan
presisi yang baik dengan nilai CV yang didapatkan 3,06%. Penilaian akurasi ditentukan dengan mendapatkan
selisih perolehan kembali (recovery) dan didapatkan nilai recovery 2,94%. Uji akurasi juga dilakukan dengan
tiga konsentrasi working standar yang berbeda (5 ppm, 10 ppm, dan 15 ppm) dan didapatkan nilai perolehan
kembali 97,69% serta CV 2,07%. Linearitas metode ini diperoleh nilai regresi 0,99. Hasil uji spesifikasi
metode dengan menggunakan toltrazuril sebagai pengecoh, menunjukkan hasil kromatogram toltrazuril
berbeda dengan diklazuril. Batas deteksi metode didapatkan 0,480 ppm dan batas kuantifikasi 1,601 ppm.
Hasil pengkajian ini menunjukkan bahwa validasi metode uji kadar diklazuril dengan spektrofotometer UV-Vis
menggunakan pelarut sodium asetat trihidrat dalam metanol memberikan hasil presisi, akurasi, linearitas yang
baik, serta metode ini bisa spesifik membedakan diklazuril dengan zat lain, memiliki batas deteksi 0,480 ppm,
dan batas kuantitasi 1,601 ppm. Oleh sebab itu dapat disimpulkan metode ini dapat digunakan untuk menguiji
kadar sediaan diklazuril serbuk tunggal dan penguijian rutinitas terhadap mutu sediaan diklazuril serbuk tunggal
karena memiliki validitas yang baik.

Kata kunci: metode, validasi, kadar, diklazuril
ABSTRACT

Method validation is a necessity in developing methods to ensure that the methods used provide valid results.
The purpose of this study was to validate the test method for the content of single diclazuril powder preparations
using a UV-Vis spectrophotometer with solvent of sodium acetate trihydrate in methanol. Validation parameters
tested were precision, accuracy, linearity, limit of detection, the limit of quantification, and specificity. The results
of precision, accuracy, linearity, specificity are stated to meet the requirements if: (1) for the precision of the
coefficient of variation (CV) testing < CV Horwitz method; (2) accuracy is stated as good if the recovery value
is <6% or the recovery range is 90-107%, (3) linearity regression value (r)> 0.99; and (4) is stated specifically
if test results showed the chromatogram of other substances differs from chromatogram of diclazuril. The
precision test results showed that this method produced good precision with a CV value of 3.06%. Accuracy
assessment was determined by obtaining different recovery values and resulted a recovery value of 2.94%.
Accuracy tests were performed with three different working standard concentrations (5 ppm, 10 ppm, and
15 ppm) and obtained a recovery value of 97.79% also CV of 2.07%. The linearity of this method obtained a
regression value of 0.99. The results of the specification test using toltrazuril showed different chromatogram
results than diclazuril. The limit of detection was 0.480 ppm and the limit of quantification limit was 1.601 ppm.
This study indicated that the validation method for the content of diclazuril powder by spectrophotometer UV-
Vis dissolved in the solvent of sodium acetate trihydrate in methanol generated good precision, accuracy,
linearity, and this method can specifically distinguish diclazuril from other substances, has a limit of detection
of 0.480 ppm, and a limit of quantification of 1.601 ppm. As this method has a good validity, therefore, it can
be used to test the content of single diclazuril powder preparations and routine testing of the quality of single
diclazuril powder preparations.

Keywords: method, validation, content, diclazuril
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PENDAHULUAN

Balai Besar Pengujian Mutu dan Sertifikasi
Obat Hewan (BBPMSOH) mempunyai tugas
utama antara lain untuk melakukan pengujian
mutu obat hewan dan pengembangan metode.
Dua tugas ini saling berkorelasi satu sama
lain. Sejalan dengan peningkatan jumlah dan
jenis obat hewan yang masuk untuk di uji di
BBPMSOH maka diperlukan pengembangan
metode uji yang cepat dan memberikan hasil
yang valid. Sebagai laboratorium uji yang
mengacu pada ISO 17025:2017, maka metode
yang dikembangkan di BBPMSOH harus
divalidasi terlebih dahulu sebelum digunakan
sebagai uji rutin di laboratorium.

Validasi metode adalah proses yang
ditetapkan melalui kajian laboratorium bahwa
karakteristik kinerja metode tersebut telah
memenuhi persyaratan sesuai dengan tujuan
penggunaannya®'®, Menurut Hadi (2017)
tujuan dari validasi metoda adalah untuk: (1)
mendapatkan informasi penting dalam menilai
kemampuan sekaligus keterbatasan dari
suatu penerapan metode pengujian dan/atau
metode kalibrasi, (2) mengindentifikasikan
aspek kritis dari suatu metode yang harus
dikontrol dan dipelihara secara hati-hati, (3)
mengetahui sejauh mana penyimpangan
yang tidak dapat dihindari dari suatu metode,
dan (4) memperkirakan dengan pasti tingkat
kepercayaan yang dihasilkan oleh suatu
metode pengujian. Adapun parameter atau
karakterteristik kinerja analitik yang digunakan
dalam validasi metode adalah akurasi, presisi,
spesifisitas, batas deteksi, batas kuantifikasi,
linearitas, rentang, danketegaran ®'9. Pemilihan
parameter validasi sangat tergantung dari jenis
metode penguijian.

Salah satu obat hewan vyang diuji
kadarnya di Unit Uji Farmasetik dan
Premiks, BBPMSOH adalah  diklazuril.
Diklazuril merupakan antikoksidia derivatif

benzeneacetonitrile. Rumus kimia diklazuril
adalah  benzeneacetonitrile  2,6-dichloro-a-
(4-chlorophenyl)-4-(4,5-dihydro-3,5-dioxo-
1,2,4-triazin-2(3H)-yl) dengan gambar struktur
kimia sebagaimana Gambar 1. Diklazuril
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adalah antikoksidia yang banyak digunakan
pada unggas seperti broiler, kalkun, selain itu
diklazuril juga digunakan di domba (1:512),

Cl
Cl _-EH EE Hn:u
b . H=;=

Gambar 1 Struktur kimia diklazuril

Menurut Indeks Obat Hewan Indonesia
Edisi X ®terdapat sepuluh produk obat hewan
yang mengandung diklazuril. Semua produk
obat hewan guna mendapatkan ijin edar atau
nomor registrasi ataupun untuk registrasi ulang
harus diuji mutunya di BBPMSOH. Uji mutu ini
meliputi uji umum dan khusus. Salah satu uji
khusus yang dilakukan untuk obat hewan yang
mengandung diklazuril adalah uji kesesuaian
kadar sebagaimana yang dicantumkan di label
atau pada dokumen registrasi pendaftaran
obat hewan di Lampiran A. Uji kadar sediaan
diklazuril serbuk tunggal menurut Farmakope
Obat Hewan Indonesia (FOHI) Jilid 2 Edisi IV
dilakukan dengan menggunakan kromatografi
cair kinerja tinggi (KCKT) ©. Untuk uiji
menggunakan KCKT diperlukan beberapa
bahan seperti dimetilformamid untuk pelarut
standar dan sampel, adapun fase gerak
diperlukan ammonium format, asam format
anhidrat, asetonitril, dan air. Mengingat
banyaknya bahan yang digunakan dan
perlunya adanya alternatif metode uji kadar jika
kolom atau alat KCKT mengalami kerusakan,
maka diperlukan suatu metode lain yang dapat
digunakan untuk menguiji kadar diklazuril.

Beberapa pertimbangan yang digunakan
untuk mengembangkan metoda adalah
penggunaan bahan uji yang lebih sedikit,
waktu pengujian lebih cepat, bahan uji yang
digunakan lebih aman bagi penguiji, dan lebih
mudah dikerjakan. Pengkajian ini bertujuan
untuk melakukan validasi metode uji kadar
diklazuril serbuk tunggal dengan pelarut sodium
asetat trihidrat dalam metanol menggunakan
spektrofotometer UV-Vis.
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MATERI DAN METODE

Validasi metode dilaksanakan di Unit
Uji Farmasetik dan Premiks-BBPMSOH.
Paramater validasi yang diukur adalah akurasi,
presisi, linearitas, spesifikasi, limit deteksi, dan
limit kuantitasi. Alat yang digunakan adalah
spektrofotometer UV-Vis (Shimadzu), neraca
analitik (Labror), labu ukur 100 mL, labu ukur
50 mL, sentrifus (Kubota), ultrasonikator
(Elma), pipet ukur 2 mL, dan cuvet. Bahan yang
digunakan adalah working standar diklazuril
(USP Ref. Standard, USA), sampel obat hewan
diklazuril serbuk tunggal dengan komposisi
5 mg/g, metanol p.a. (Merck, Germany), dan
sodium asetat ftrihidrat (Merck, Germany) .
Larutan sodium asetat trihidrat dalam metanol
dibuat dengan cara melarutkan 600 mg sodium
asetat trihidrat dalam metanol p.a. 100 mL.

1. Metode uji yang divalidasi

Sampel obat hewan yang mengandung
diklazuril ditimbang seksama setara dengan
diklazuril 2,5 mg kemudian dimasukkan
dalam labu ukur 100 mL. Lima puluh
mL larutan sodium asetat trihidrat dalam
metanol dimasukkan ke labu ukur 100 mL,
dikocok hingga larut. Sampel dipastikan
dulu larut dalam cairan tersebut baru
kemudian ditambahkan metanol p.a. hingga
100 mL. Larutan diultrasonikasi selama 15
menit guna memastikan semua sampel
terlarut sempurna kemudian disentrifus
dengan kecepatan 2000 rpm selama
15 menit. Sebanyak 2 mL filtrat diambil,
dimasukkan ke dalam labu ukur 50 mL, dan
diencerkan dengan metanol p.a. hingga 50
mL sehingga didapatkan konsentrasi akhir
diklazuril 10 ppm.

Adapun untuk perlakuan standar
diklazuril adalah sebagai berikut sebanyak
12,5 mg standar diklazuril dimasukkan
dalam labu ukur 50 mL lalu ditambahkan
25 mL larutan sodium asetat trihidrat dalam
metanol. Larutan dikocok hingga standar
diklazurilterlarutdan kemudian ditambahkan
metanol p.a. hingga 50 mL. Jika belum
terlarut sempurna, larutan diultrasonikasi
selama 15 menit. Sebanyak 2 mL larutan
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standar diambil, dimasukkan ke dalam labu
ukur 50 mL dan diencerkan dengan metanol
p.a. hingga 50 mL sehingga mendapatkan
konsentrasi akhir standar diklazuril adalah
10 ppm. Lalu serapan sampel dan standar
diklazuril diukur dengan menggunakan
spetrofotometer UV-Vis pada panjang
gelombang maksimum antara 274,5 - 278,5
nm dan sebagai blanko digunakan metanol
p.a. Diklazurii pada sampel dinyatakan
identik dengan standar apabila memiliki
bentuk kurva kromatogram yang sama
serta selisih panjang gelombang maksimum
antara sampel dan standar tidak boleh
lebih dari 2 nm (®. Kadar diklazuril dihitung
dengan rumus sebagai berikut:
Perhitungan kadar diklazuril:

A sampel € Standar

x 100%" (rumus 1)

x
A standar ~ C sampel

Keterangan:

A = serapan atau absorbansi pada panjang
gelombang

C = konsentrasi akhir kandungan diklazuril
yang diukur

*= atau dikalikan dengan tingkat kemurnian
standar diklazuril yang digunakan

2. Uji Akurasi

Uji akurasi dilakukan dengan dua dari

metode berikut:

2.1 Dalam 2,5 g laktosa dispike dengan 12,5
mg working standard diklazuril kemudian
dimasukkan dalam labu ukur 50 mL lalu
ditambahkan 25 mL larutan sodium
asetat trihidrat dalam metanol. Larutan
dikocok hingga terlarut kemudian
ditambahkan metanol p.a. hingga 50
mL. Larutan kemudian diultrasonikasi
selama 15 menit. Sebanyak 2 mL larutan
standar diambil, dimasukkan ke dalam
labu ukur 50 mL dan diencerkan dengan
metanol p.a. hingga 50 mL. Untuk
standar diperlakukan sebagaimana
metode yang disampaikan pada Materi
dan Metode bagian 1. Serapan hasil
spike dan standar diklazuril diukur
dengan menggunakan spektrofotometer
UV-Vis pada panjang gelombang
maksimum antara 2745 - 278,5



nm dan sebagai blanko digunakan
metanol p.a. Pengujian kadar perolehan
kembali analit diklazuril yang dispike
ini dilakukan sebanyak 6 kali. Hitung
rata-rata dari perolehan recovery spike
working standard diklazuril dengan
rumus sebagai berikut:

xd ,
Yo © 100%  (rumus 2)

Xd = Xi — Xo (rumus 3)

Keterangan :
Xd = selisih kadar pada berbagai
penentuan

X. = hasil analisis

X, = hasil yang sebenarnya
2.2 Working standar diklazuril dengan tiga
konsentrasi yang berbeda (5 ppm,
10 ppm, dan 15 ppm) diuji dengan
menggunakan metode yang akan
divalidasi sebagaimana pada Materi
dan Metode bagian 1. Masing-masing
konsentrasi diuji ulang sebanyak tiga
kali dan kemudian dicari rata-rata
perolehan kembali. Metode uji ini
dikatakan memiliki akurasi yang baik
apabila memilki nilai recovery < 5% dan
nilai perolehan kembali berada antara
90 - 107% @7,

3. Uji Presisi

Uji presisi metode dilakukan dengan
menguji kadar diklazuril dalam sediaan
sampel obat hewan serbuk tunggal yang
mengandung diklazuril 5 mg/g. Pengujian
dilakukan dengan metode yang divalidasi
dan dilakukan pengulangan hingga 7 kali.
Kemudian dihitung rata-rata, simpangan
baku (standard deviation/SD), simpangan
baku relatif (relative standard deviation/
RSD), dan CV dari hasil pengujian. Hasil CV
pengujian kemudian dibandingkan dengan
nilai CV Horwitz pada 10 ppm.

Metode dinyatakan memiliki presisi yang
baik jika (1) uji presisi dilakukan secara
ripitabilitas maka CV presisi pengujian
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harus < CV Hortwitz atau (2) jika dilakukan
secara ripitabilitas CV presisi harus < 0,66 x
CV Horwitz 9. CV Horwirtz untuk 10 ppm
adalah 11,31%, sehingga nilai 0,66 x CV
Horwitz adalah 7,47%. Adapun rumus untuk
menghitung, RSD, CV, dan CV Horwitz
adalah sebagai berikut:

)
RSD = 3 (rumus 4)
CV =RSD x 100% (rumus 5)
CV (Horwitz) = 21056 ¢ (Rumus 6)

Keterangan:

o = standar deviasi

X = rata-rata

C = konsentrasi sampel saat diukur (10

ppm)

Uji Linearitas

Uji linearitas dilakukan dengan membuat
kurva standar diklazurii menggunakan
minimal & (lima) konsentrasi dengan
rentang 80-120% dari konsentrasi yang
digunakan untuk pengujian. Konsentrasi
standar diklazuril yang digunakan yaitu 8
ppm, 9 ppm, 10 ppm, 11 ppm, dan 12 ppm.

Serapan standar diklazuril diukur dengan
menggunakan spektrofotometer UV-Vis
pada panjang gelombang maksimum antara
2745 — 278,5 nm dan sebagai blanko
digunakan metanol p.a. Kemudian dilakukan
perhitungan persamaan garis regresi antara
konsentrasi dan serapan standar diklazuril
untuk mendapatkan nilai koefisien korelasi
(r) diklazuril. Linearitas r dinyatakan baik
jika r =2 0,99 @. Nilai r didapatkan dengan
rumus analis regresi linier sebagai berikut:

y = a +bx (rumus 7)

Keterangan:
a = intercept
b = slope

X = serapan

Limit Deteksi dan Limit Kuantitasi

Guna mendapatkan limit deteksi dan
limit kuantitasi dari metode yang divalidasi
maka dilakukan perhitung secara statistik
melalui garis regresi linear dariuji linearitas
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dan serapan sampel dari hasil uji presisi.
Rumus untuk menghitung limit deteksi dan
limit kuantitasi adalah sebagai berikut:

. . 3.8y/x
Limit deteksi = —— (rumus 8)
Limit kuantitasi = mi%/x (rumus 9)

Sy/x = 20 =¥D* (rumus 10)

n—2
Keterangan :
Sy/x = standar deviasi respon analitik
dari blanko
b = slope / kemiringan dari garis

pada persamaan garis

Y = nilai area atau absorbansi
pengukuran

yi = nilai perhitungan kadar dalam
rumus persamaan regresi
(yi=bx+c)

n = jumlah pengulangan

6. Uji Spesifisitas
Uji spesifisitas metode uji kadar diklazuril
dilakukan dengan menggunakan pengecoh
working standard toltrazuril. Dalam 2,5 g
laktosa dispike dengan 12,5 mg working
standar toltrazuril dan kemudian dilakukan
pengujian kadar sebagaimana Materi dan
Metode Bagian 1. Hasil uji diamati apakah
ada perbedaan bentuk kromatogram
dan panjang gelombang maksimum dari
toltrazuril dibandingkan dengan diklazuril.
Metode uji dinyatakan spesifik untuk uiji
kadar diclazuril apabila hasil kromatogram
dan panjang gelombang maksimum
toltrazuril berbeda dengan standar ataupun

sampel diklazuril.

Tabel 1 Hasil recovery working standard diklazuril

HASIL DAN PEMBAHASAN

1. Uji Akurasi

Akurasi adalah ukuran yang menunjukkan
derajat kedekatan hasil analis dengan kadar
analit yang sebenarnya atau tingkat kedekatan
antara hasil pengujian dengan prosedur
yang sedang divalidasi terhadap nilai yang
benar @ 19 Untuk mengetahui keakuratan
suatu metode uji dapat dilakukan dengan
beberapa cara antara lain: (1) menggunakan
bahan analit yang diketahui kemurniannya,
(2) membandingkan hasil analisis dengan
prosedur lain yang telah ditetapkan akurasinya,
(3) penambahan standar dalam suatu rentang
tertentu kedalam plasebo atau jika plasebo
tidak didapatkan dapat menambahkannya ke
suatu sediaan yang telah diketahui kadarnya, (4
)ymenambahkan cemaran dalam jumlah tertentu
kesediaan atau zat aktif, dan (5) menggunakan
minimal sembilan penentuan dari tiga tingkat
konsentrasi yang berbeda dalam rentang
pengujian metode analisis tersebut dan masing-
masing konsentrasi tiga kali penetapan 810,

Dalam menguji akurasi dari metode
ini dilakukan dua pengujian vyaitu dengan
menambahkan working standard diklazuril
pada plasebo berupa laktosa serta dengan
menguji kadar working standard diklazuril pada
tiga konsentrasi yang berbeda masing-masing
sebanyak tiga kali. Hasil recovery pengujian
dengan penambahan atau spike working
standard diklazuril yang dihitung dengan
menggunakan rumus 2 tersaji dalam Tabel

Pengulangan ke:

% recovery

1

[0 &) I NGV RN \V)

1,49
3,27
4,74
3,16
3,32
1,68

Rata-rata (%)

2,94
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Berdasarkan Tabel 1, hasil nilai recovery
menunjukkan bahwa metode ini memiliki
akurasi yang baik. Hal ini dapat dilihat dari
semua keenam pengujian nilai recovery tidak
ada yang berada lebih dari 5%. Adapun rata-
rata recovery dari keenam pengujian tersebut
adalah 2,94%. Oleh sebab itu, metode ini
memiliki akurasi yang baik karena nilai presisi
recovery < 5%.

Hasil uji akurasi dengan menggunakan
tiga konsentrasi diklazuril yang diulang
masing-masing tiga kali tersaji dalam Tabel
2. Berdasarkan hasil uji, diperoleh rata-rata
perolehan kembali adalah 97,69%. Nilai
perolehan kembali dinyatakan baik apabila nilai
perolehan kembali berada dalam rentang 90-
107% @ 7. Persyaratan 90-107% ini disebabkan
karena analit yang terukur berada dalam
rentang 5-15 ppm, adapun dalam pengujian
rutin metode ini menggunakan konsentrasi akhir
analit yang diukur adalah 10 ppm. Oleh sebab
itu, berdasarkan uji perolehan kembali dengan
menggunakan tiga konsentrasi yang berbeda,
maka akurasi metode uji kadar diklazuril dengan
spektrofotometer UV-Vis menggunakan larutan
sodium asetat trihidrat dalam metanol memiliki
akurasi yang baik.

Berdasarkan hasil pengulangan pengujian
untuk uji akurasi dengan menggunakan tiga
konsentrasi didapatkan nilai CV akurasi 2,07%.
Nilai ini lebih kecil dari nilai CV Horwitz metode

uji yang divalidasi. Dengan menggunakan
rumus nomor 6 didapatkan nilai CV Horwitz
untuk metode uiji ini adalah 11,31%. Berkenaan
bahwa pengujian validasi ini dilakukan secara
ripitabilitas, maka persyaratan CV pengujian
dinyatakan baik jika lebih kecil dari 0,66 x CV
Horwitz 9, Adapun nilai 0,66 x CV Horwitz dari
metode ini adalah 7,47%, sehingga dengan
CV penguijian (2,07%) memenuhi persyaratan
karena lebih kecil dari 0,66 x CV Horwitz
metode uji.

2. Uji Presisi

Presisi menurut Kemenkes (2014)
adalah tingkat kedekatan diantara hasil uji
individu jika prosedur diterapkan berulangkali
terhadap sampling ganda atau sampel yang
homogen. Presisi diukur sebagai simpangan
baku atau simpangan baku relatif (koefisien
variasi). Uji presisi dapat dilaksanakan dengan
ripitabilitas, reprodusibilitas, ataupun dengan
presisi antara @. Ripitabilitas adalah presisi
metode jika dilakukan berulang kali oleh analis
yang sama pada kondisi sama dan dalam
interval waktu yang pendek. Adapun presisi
antara apabila pengujian dilakukan oleh analis
yang berbeda dalam waktu yang berbeda akan
tetapi dilakukan dalam laboratorium yang sama.
Reprodusibiltas adalah presisi metode jika
dikerjakan pada kondisi beberapa laboratorium
yang berbeda @7,

Tabel 2 Hasil uji akurasi dengan tiga konsentrasi working standard diklazuril

Pengulangan

Kadar working standard
diklazuril dalam plasebo

Konsentrasi akhir
diklazuril yang diukur

Hasil kadar teruji
dalam bentuk %

1 0,75% 15 ppm 98,60
2 0,75% 15 ppm 98,06
3 0,75% 15 ppm 95,62
1 0,50% 10 ppm 102,02
2 0,50% 10 ppm 95,46
3 0,50% 10 ppm 98,42
1 0,25% 5 ppm 96,01
2 0,25% 5 ppm 97,77
3 0,25% 5 ppm 97,26
Rata-rata (%) 97,69

SD 2,02

CV (%) 2,07
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Tabel 3 Hasil uji presisi diklazuril 0,5%

Pengulangan

Hasil (%)

1

N o o b~ W N

104,78
102,44
98,46

101,58
95,09

100,78
100,84

Rata-rata
SD

CV (%)

100,57
3,08
3,06

3. Uji Linearitas

Linearitas adalah kemampuan untuk
menunjukkan secara langsung atau dengan
melalui transformasi matematik yang tepat,
proporsional terhadap konsentrasi analit
dalam sampel dalam rentang yang diberikan
(19, Menurut ICH (2005) penetapan linearitas
dapat dilakukan dengan menggunakan 5 titik
konsentrasi standar. Adapun konsentrasi yang
digunakan untuk uji linearitas dalam rangka
validasi metode pengujian kadar zat aktif dalam

Tabel 4. Konsentrasi dan serapan standar diklazuril

suatu sediaan adalah 80-120% dari zat aktif saat
pengujian yang dilakukan ®. Dalam metode uji
ini menggunakan 10 ppm dalam pengujiannya,
sehingga untuk uji linearitas digunakan 5 titik
konsentrasi yaitu: 8 ppm, 9 ppm, 10 ppm,
11 ppm, dan 12 ppm. Berdasarkan hasil uji
untuk linearitas didapatkan nilai r adalah 0,99
(Gambar 2). Hal ini menunjukkan bahwa
metode ini memiliki linearitas yang baik karena
memenuhi persyaratan bahwa nilai r > 0,99
@, Hasil serapan untuk uji linearitas terdapat
dalam Tabel 4.

Konsentrasi Diklazuril (ppm) Serapan
8 0,2792
9 0,321
10 0,3732
11 0,4215
12 0,4852
Intercept (-)0,136
Slope 0,051
R 0,99
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0,5 —
0,45 -
0,4 -
0,35 -
0,3 -
0,25 -
0,2 | |

Serapan

y=0.051x-0.13

| | | |
10 11 12 13

Konsentrasi

Gambar 2 Linearitas validasi uji kadar diklazuril

4. Batas Deteksi dan Batas Kuantitasi

Batas deteksi merupakan konsentrasi
terendah analit dalam sampel yang dapat
dideteksi, tetapi tidak perlu kuantitatif dalam
kondisi percobaan yang ditentukan (9. Batas
deteksi merupakan parameter uji batas.
Uji batas semata-mata menunjang bahwa
konsentrasi analit dibawah atau diatas aras
tertentu. Menurut Harmita (2004) batas deteksi
adalah jumlah terkecil analit dalam sampel
yang dapat dideteksi yang masih memberikan
respon signifikan dibandingkan dengan blanko.
Adapun batas kuantitasi adalah karakteristik
penetapan kuantitatif pada aras rendah dari
senyawa dalam matrik sampel atau kuantitas
terkecil analit dalam sampel yang masih dapat
memenuhi kriteria akurasi dan presisi yang
dapat diterima - 19,

Guna mendapatkan batas deteksi dan batas
kuantitasi dari metode uji yang divalidasi maka

Tabel 5 Hasil uji batas deteksi dan batas kuantitasi

dilakukan pengujian dengan menggunakan
sampel obat hewan yang mengandung
diklazuril 5 mg/g dengan pengulangan enam
kali. Batas deteksi dan batas kuantitasi dihitung
dengan menggunakan rumus no. 8 dan rumus
no. 9. Adapun untuk nilai slope diambil dari nilai
slope yang dihasilkan dari uji linearitas. Hasil uji
batas deteksi dan batas kuantitasi tersaji dalam
Tabel 5.

Berdasarkan hasil uji batas deteksi maka
didapatkan batas deteksi untuk metode ini
adalah menguji analit diklazuril 0,480 ppm.
Meskipun metode mampu menguji diklazuril
dalam konsentrasi akhir 0,480 ppm akan tetapi
hasil tersebut masih bisa memberikan bias.
Adapun untuk batas kuantitasi didapatkan 1,601
ppm. Hal ini menunjukkan bahwa konsentrasi
terrendah dari diklazuril pada konsentrasi akhir
yang diuji dengan presisi dan akurasi yang baik
adalah 1,601 ppm.

Konsentrasi diklazuril terhitung saat diuji

H . 2
No Sampel (ppm) Absorbansi (y) Y, (vy-y,)
1 10,54 0,3934 0,4016 0,000067
2 10,31 0,3846 0,3896 0,000025
3 9,91 0,3772 0,3692 0,000065
4 9,30 0,3472 0,3385 0,000076
5 9,57 0,357 0,3519 0,000026
6 10,14 0,3784 0,3811 0,000007
Jumlah(y-y,) 2 0,000267
Jumlah(y-y,) #(n-2) 0,000067
Simpangan baku residual [akar dari Jumlah/(n-2)] (SDr) 0,008
LOD = 3SDr/b 0,480
LOQ = 10SDr/b 1,601
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Uji Spesifisitas

Guna mengetahui spesifisitas dari pengujian
ini dilakukan juga pengujian kadar pengecoh
yaitu toltrazuril dengan menggunakan metoda uji
yang sama dengan diklazuril. Berdasarkan hasil
kromatogram didapatkan bentuk kromatogram
toltrazuril berbeda dengan standar ataupun
sampel diklazuril. Adapun panjang gelombang
maksimum dari toltrazuril juga berbeda dengan
standar maupun diklazuril. Panjang gelombang
masimum standar dan sampel diklazuril adalah
277 nm adapun standar toltrazuril adalah 244
nm sebagaimana terdapat dalam Gambar 3.
Hal ini menunjukkan bahwa metode ini dapat
membedakan kandungan diklazuril dengan zat
lainnya apabila bentuk sediaan obat hewan
hanya memiliki satu jenis zat aktif saja.

Berdasarkan parameter-parameter validasi
yang dilakukan, maka metode uji kadar diklazuril
dengan menggunakan spektofotometer UV-
Vis dengan pelarut sodium asetat trihidrat
dalam metanol dapat memberikan hasil

yang valid. Selain itu metode ini memiliki
beberapa keunggulan jika dibandingkan
metode uji diklazurii dengan menggunakan
KCKT sebagaimana dalam FOHI Jilid 2
Edisi IV ®. Metode ini lebih mudah dan lebih
cepat pengerjaannya dibandingkan dengan
metode uji yang menggunakan KCKT. Dari
sisi penggunaan bahan, metode ini juga hanya
menggunakan dua bahan yaitu sodium asetat
trinidrat dan metanol p.a. Berbeda dengan
pengujian KCKT yang memerlukan lebih dari
dua bahan yang digunakan sebagai pelarut dan
fase gerak®'). Terlebih dari segi biaya instrumen
spektrofotometer UV-Vis relatif lebih murah jika
dibandingkan dengan KCKT. Oleh karena itu,
biaya operasional pengujian yang dibutuhkan
cukup terjangkau, sehingga dapat diterapkan
oleh laboratorium yang memiliki keterbatasan
dana operasional. Dengan demikian, metode
ini dapat digunakan dalam pengujian rutin uji
kadar diklazuril tunggal dalam sediaan obat
hewan serbuk.

il
Standar Diclazuril

P

A/

—

- sampel Diclazuril

Gambar 3 Kromatogram standar diklazuril, sampel

.
300,0000

diklazuril, dan standar toltrazuri

KESIMPULAN

Metode uji kadar diklazuril dengan menggunakan
asetat trihidrat dalam metanol memiliki presisi, aku

spektofotometer UV-Vis dengan pelarut sodium
rasi, liniearitas, dan spesifisitas yang baik. Selain

itu metode ini memiliki batas deteksi 0,480 ppm dan batas kuantitasi 1,610 ppm. Metode ini telah
divalidasi dan dapat memberikan hasil yang valid untuk uji kadar diklazuril serbuk tunggal.
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VALIDASI METODE UJI KADAR ALBENDAZOLE SUSPENSI MENGGUNAKAN
SPEKTROFOTOMETER UV-Vis
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Emi Rusmiati, Luckyana Cerry

Unit Uji Farmasetik dan Premiks
Balai Besar Pengujian Mutu dan Sertifikasi Obat Hewan, Gunungsindur — Bogor, 16340
Email: ambarlestari@yahoo.com

ABSTRAK

Validasi metode uji kadar albendazol sediaan suspensi telah dilakukan menggunakan
spektrofotometer UV-Vis di Unit Uji Farmasetik dan Premiks, Balai Besar Pengujian Mutu dan
Sertifikasi Obat Hewan (BBPMSOH). Validasi pengembangan metode uji kadar suspensi albendazol
ini dilakukan dengan berpedoman pada ISO/IEC: 17025: 2017 guna menjamin mutu pelayanan
dan meningkatkan kinerja BBPMSOH sebagai laboratorium penguiji terakreditasi. Sampel yang
digunakan yaitu albendazol sediaan suspensi dengan pelarut H2SO4 1% dalam methanol p.a.
dan diukur menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang maksimum 307 nm.
Parameter validasi yang digunakan yaitu presisi dengan pengujian sampel albendazol sebanyak
6 kali, akurasi dengan pengujian working standar sebanyak 3 konsentrasi dengan pengulangan
3 kali terhadap standar albendazol, linearitas dengan membuat kurva standar albendazol pada 5
konsentrasi, batas deteksi (Limit of Detection/LOD) dan batas kuantitasi (Limit of Quantification/
LOQ). Validasi metode uji albendazol sediaan suspensi memberikan hasil presisi yang baik (CV uji
2,27% < CV Horwitz 11,31%), akurasi yang baik pada konsentrasi 10 ppm (recovery 96,76% dari
batas 90-107%), linearitas yang baik (r=0,99887 dari r>0,99), dengan batas deteksi pada konsentrasi
1,30 mg/L (ppm) dan batas kuantitasi sebesar 4,34 mg/L (ppm).

Kata kunci : Albendazol, Metode, Validasi, Spektrofotometer UV-Vis

ABSTRACT

The method validation for albendazole suspension content test has been carried out using a UV-
Vis spectrophotometer in pharmceutical and premix assay laboratory, the national veterinary drug
assay laboratory (NVDAL). Validation of method development for albendazole suspension content
test was carried out in accordance with ISO/IEC: 17025: 2017 to ensure the quality of service and
improve the performance of NVDAL as an accredited testing laboratory. The sample used was
albendazol suspension with a solvent of 1% H2S04 in methanol p.a. and measured using a UV-Vis
spectrophotometer at a maximum wavelength of 307 nm. The validation parameters used were
precision by testing the albendazole sample 6 times, accuracy with 3 different working standard
concentrations with 3 repetitions of the albendazole standard, linearity by making a standard curve
of albendazole at 5 concentrations, limit of detection (LOD) and limit of quantification (LOQ). The
validation of the albendazole test method for suspension preparations produced good precision
results (CV test 2.27% <CV Horwitz 11.31%), good accuracy at a concentration of 10 ppm (96.76%
recovery from the 90-107% limit), good linearity. (r = 0.99887 from r> 0.99), with a limit of detection
at a concentration of 1.30 mg / L (ppm) and a limit of quantitation of 4.34 mg /L (ppm).

Key words: Albendazole, Method, Validation, Spectrophotometer UV-Vis
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PENDAHULUAN

Infeksi cacing nematoda pada saluran
pencernaan hewan merupakan salah satu faktor
penghambat upaya meningkatkan produktivitas
ternak, antara lain penurunan berat badan
maupun kematian ternak. Penanggulangan
yang dilakukan yaitu dengan memberikan obat
cacing (anthelmintik) dan yang sering digunakan
pada ruminansia menurut informasi dari
beberapa Dinas Peternakan dan perusahaan
obat hewan di Indonesia yaitu dari golongan
benzimidazole (2.

Albendazol merupakan obat hewan
golongan anthelmentik derivat benzimidazol
berspektrum luas yang cukup dikenal luas di
dunia kedokteran hewan. Daya ovicidal dari
albendazol yang kuat terhadap Ascaris suum
dan Fasciola hepatica dengan cara merusak
struktur telur (deformasi). Efek ovicidal
dari methylcarbamate benzimidazole pada
nematode yaitu di afinitas B-tubulin, mampu
menembus kulit telur dan menumpuk di dalam
telur. Albendazol beserta metabolitnya bekerja
dengan menghambat sintesis mikrotubulus,
sehingga mengurangi pengambilan glukosa
secara irreversibel dan cacing akan lumpuh @,

Albendazol mempunyai karakteristrik
berupa serbuk putih kekuningan, tidak larut
dalam air dan alkohol, sangat sukar larut dalam
metilen klorida dan mudah larut dalam asam
format anhidrat (. Bentuk sediaan albendazol
dalam obat hewan antara lain suspensi,
bolus, kaplet, tablet, pasta maupun serbuk.
Nama dagang dengan zat aktif albendazol di
Indonesia, jumlahnya mengalami peningkatan
dari tahun ke tahun. Jumlah albendazol yang
terdaftar resmi di Indonesia menurut Indeks
Obat Hewan Indonesia/IOHI (2014) sebanyak
46 produk dengan bentuk sediaan suspensi
sebanyak 23 produk dan menurut IOHI (2016)
sebanyak 49 produk dengan bentuk sediaan
suspensi sebanyak 24 produk ©7,

Salah satu tugas dan fungsi Balai Besar
Pengujian Mutu dan Sertifikasi Obat Hewan
(BBPMSOH) dalam SK Menteri Pertanian
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No. 53/Permentan/ 0OT.140/5/2013 adalah
pelaksanaan pengembangan teknik dan
metode pengujian mutu obat hewan. Guna
menjamin mutu pelayanan dan meningkatkan
kinerja BBPMSOH maka selaku laboratorium
penguji terakreditasi, BBPMSOH melakukan
validasi terhadap metode yang dikembangkan
yang berpedoman pada ISO/IEC: 17025:
2017. Menurut ISO/IEC: 17025: 2017, validasi
merupakan konfirmasi melalui pengujian dan
penyediaan bukti objektif bahwa persyaratan
tertentu untuk suatu maksud terpenuhi.
Parameter validasi untuk unjuk kerja pengujian
antara lain meliputi presisi (keseksamaan),
akurasi (kecermatan), linearitas, batas deteksi
(LOD) dan batas kuantitasi (LOQ) ?5 10,

Dalam melaksanakan pengujian mutu obat
hewan di BBPMSOH menggunakan referensi
Farmakope Obat Hewan Indonesia (FOHI) Jilid
Il Edisi 4 Tahun 2009. Pengujian obat hewan
albendazol dalam FOHI Jilid [l Edisi4 Tahun 2009
dilakukan dengan metode titrimetri. Mengingat
jumlah sampel yang semakin meningkat, maka
penting untuk memberikan jaminan mutu
hasil kepada pelanggan dengan hasil yang
valid. Oleh sebab itu, perlu dikembangkan
suatu metode uji yang mudah, sederhana
dan aman, namun memberikan jaminan mutu
hasil kepada pelanggan dengan hasil uji yang
valid. Berdasarkan pertimbangan di atas,
BBPMSOH, khususnya Unit Uji Farmasetik dan
Premiks melakukan pengembangan metode
uji kadar obat hewan albendazol sediaan
suspensi menggunakan spektrofotometer UV-
Vis dan melakukan validasi terhadap metode
uji tersebut. Hal ini penting untuk memberikan
bukti bahwa metode yang dikembangkan
tersebut memiliki unjuk kerja yang baik dan
hasilnya tidak berbeda nyata dengan metode
uji yang sudah ada.

Kegiatan ini bertujuan untuk mengetahui
bahwa metode uji kadar albendazol
menggunakan spektrofotometer UV-Vis yang
dikembangkan, mampu secara konsisten
memberikan hasil yang valid dan hal ini sejalan
dengan salah satu tupoksi BBPMSOH yaitu
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untuk mengembangkan metode pengujian obat
hewan.

MATERI DAN METODE

Materi

Bahan yang digunakan antara lain: working
standar albendazole (Sigma, USA), 1 kemasan
arsip sampel albendazol suspensi yang
mengandung albendazole 10% (100 mg/mL),
H2S04 p.a. (Merck, Jerman), methanol p.a.
(Merck, Jerman), distilled water (DW).

Alat

Neraca digital (Shimadzu), botol timbang,
sendok timbang, labu ukur 100 mL, tabung
reaksi, gelas beker, pipet volumetrik 1-10 mL,
kuvet, magnetic stirrer, dan spektrofotometer
UV-Vis (Shimadzu UV 1800).

Metode
Uji Umum

Uji umum sampel albendazol yang dilakukan
adalah mengidentifikasi warna dari sampel. Uji
ini mengandalkan pengamatan secara visual
sehingga tidak dilakukan validasi.

Uji Kadar

Parameter yang dinilai adalah:

1. Presisi, dilakukan dengan melakukan
pengujian arsip sampel minimal 6 kali
dengan metode sebagai berikut:

Pipet sejumlah sampel setara 100 mg
albendazol. Larutkan dan encerkan
dengan larutan H2SO4 1% dalam metanol
p.a. ke dalam labu ukur 100 mL. Lakukan
pengenceran bertingkat dengan larutan
H2S04 1% dalam metanol p.a. hingga
didapatkan konsentrasi akhir 10 ppm.
Untuk standar, timbang dengan tepat 10
mg working standar, larutkan dalam 10
mL larutan H2SO4 1% dalam metanol
p.a.. Buat pengenceran bertingkat dengan
larutan H2SO4 1% dalam metanol p.a.
hingga didapatkan konsentrasi akhir 10

ppm.
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Hitung kadar yang didapatkan dari sampel
dengan menggunakan rumus:

% Kadar albendazol dalam sampel =

Aspl . Cstd

Astd  Cspl

x100%

Keterangan : Aspl = serapan sampel
Astd = serapan standar
Cstd = konsentrasi standar

Cspl = konsentrasi sampel

Nilai CV didapat dengan menghitung standar
deviasi (SD), kemudian nilai Relatif Standar
Standar Deviasi (RSD) dengan rumus sebagai

berikut:
. = (x—X)
(n=1) (rumus 1)

rRsp = P

X

CV =RSD x 100% (rumus 2)

Nilai RSD didapatkan dengan rumus
sebagai berikut:
RSD _5D (rumus 3)
X
Nilai CV hasil pengujian kemudian

dibandingkan dengan nilai CV Hortwitz.
Nilai CV Horwitz didapatkan dengan rumus:
CV (Horwitz) = 210809 C  (rumus 4)

CV (%) = 0,66 x 21056 € (rumus 5)

Keterangan:
A, = serapan sampel
A,, = serapan standar
C,, = konsentrasi sampel
C,, = konsentrasi standar

RSD = Relatif Standar Deviasi

SD = Standar Deviasi
X = rata-rata
C = konsentrasi akhir analit saat diukur
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Presisi dinyatakan baik jika dilakukan oleh
personel yang sama dalam waktu yang
sama CV pengujian < 0.66 x CV Hortwitz
(rumus 5) dan bila dilakukan oleh lebih dari
1 orang personel maka CV pengujian < CV
Horwitz (19,

2. Akurasi, dilakukan dengan mencari nilai
perolehan kembali dari working standar.
Ditimbang working standar albendazol
sejumlah 10,2 mg; 15,3 mg dan 20 mg
dan master standar albendazol 10 mg.
Larutkan dalam 10 mL larutan H,SO, 1%
dalam metanol p.a., lakukan pengenceran
bertingkat hingga didapatkan konsentrasi
akhir master standar 10 ppm dan working
standar secara berturut-turut 10,2 ppm; 15,3
ppm dan 20 ppm. Ukur kadar sebagaimana
rumus dalam metode pengujian presisi.
Pengujian dilakukan minimal 3 kali pada
masing-masing konsentrasi dan akurasi
dinyatakan baik apabila perolehan kembali
dari working standar ada dikisaran 90-
107% (588,

3. Linearitas, dilakukan dengan membuat
kurva standar albendazol, sebanyak
minimal 5 konsentrasi. Pada validasi
metode ini dilakukan pengujian dengan
membuat kurva standar dengan 5
konsentrasi yaitu: 8 ppm, 9 ppm, 10 ppm,
11 ppm dan 12 ppm. Ukur serapan pada
panjang gelombang maksimal (307 nm).
Hitung linieritas (r), linieritas dinyatakan
baik apabila nilai r > 0,99% @38,

4. Limit deteksi
dengan rumus:

_ 3xSy/x

(LOD) metode, dihitung

LOD (rumus 6)

Data pengujian dapat diambil dari pengujian
presisi dan linearitas.

5. Limit kuantitas metode (LOQ), dihitung
dengan rumus:

0xSy

1
LOQ = T{/X (rumus 7)
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(Y_y"')z (

rumus 8)
n—2

Sy/x = z
Data pengujian dapat diambil dari pengujian
presisi dan uji linearitas.

Keterangan:

Sy/x =  standar deviasi respon analitik
dari blangko

slope / kemiringan dari garis
pada persamaan garis
absorbansi pengukuran

nilai perhitungan kadar dalam
rumus persamaan regresi (yi =
bx + ¢ ) dari linearitas

jumlah pengulangan

pengujian

HASIL DAN PEMBAHASAN

Metode pengujian albendazol dilakukan
menggunakan spektrofotometer UV-Vis
merujuk pada pengujian senyawa sejenis
G4 Larutan sampel dan standar albendazole
dilarutkan dengan H,SO, 1% dalam methanol
p.a. diukur menggunakan spektrofotometer
UV-Vis pada panjang gelombang maksimum.
Panjang gelombang maksimum albendazol
dalam larutan natrium hidroksida 0,1 M,
menurut BP (2013), berada pada 308 nm dan
panjang gelombang minimumnya pada 281
nm, sedangkan panjang gelombang maksimum
albendazol dalam larutan asam klorida 0,1 M,
berada pada 292 nm dan panjang gelombang
minimumnya pada 273 nm. Menurut FOHI
(2009) panjang gelombang maksimum
albendazol dalam larutan methanol yaitu di 296
nm dan panjang gelombang minimumnya di
277 nm.

Penentuan panjang gelombang maksimum
dilakukan dengan melakukan pembacaan zat
aktif albendazol pada spektrofotometer UV-
Vis dengan mode spektrum. Pola spektrum/
pola kromatogram spesifik albendazol pada
larutan H2SO4 1% dalam methanol p.a. dapat
terlihat dari pembacaan dengan mode ini. Hal
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ini juga dapat digunakan sebagai pengujian
identitas dari zat aktif albendazol. Pengukuran
kadar albendazol pada larutan H2SO4 1%
dalam methanol p.a. dilakukan berdasarkan
pada panjang gelombang maksimumnya yang
terlihat dalam pola spektrumnya yaitu di 307
nm, sehingga pada validasi ini dikerjakan pada
panjang gelombang maksimum tersebut.

Validasi Uji Kadar Albendazole

Presisi Uji Kadar

Penetapan kadar albendazol dilakukan
dengan melakukan pengujian kadar terhadap 1
sampel albendazol suspensi sebanyak 10 kali
dan dilakukan oleh 2 personel. Hasil uji terdapat
dalam Tabel 1. Dari hasil tersebut, didapatkan
nilai CV dari pengujian ini adalah 2,27%
sedangkan CV Horwitz yang terhitung adalah

11,31%. Dari hasil tersebut terlihat bahwa CV
hasil pengujian dengan metode ini lebih kecil
dari CV Hortwitz. Oleh sebab itu presisi metode
uji ini memberikan presisi yang baik.

Akurasi Uji Kadar

Kecermatan (akurasi) merupakan ukuran
yang menunjukkan derajat kedekatan hasil
analis dengan kadar analit yang sebenarnya.
Akurasi dihitung dengan melakukan penetapan
kadar standar untuk menemukan perolehan
kembali terhadap nilai standar sebenarnya.
Validasi dilakukan dengan menguji standar
albendazol dengan 3 konsentrasi yang berbeda
(10,2 ppm; 15,3 ppm; 20 ppm) dan diulang
masing-masing 3 kali untuk mencari rata-rata
perolehan kembali. Hasil uji terdapat dalam
Tabel 2.

Tabel 1. Hasil Uji Kadar Sampel Albendazole suspensi

- Sampel
Pengujian ke: Serapan Kadar (%)
1 0.373 98,44%
2 0.377 99,36%
3 0.385 101,52%
4 0.377 99,26%
5 0.390 102,77%
6 0.378 99,71%
7 0.376 99,17%
8 0.394 103,80%
9 0.395 104,07%
10 0.395 104,14%
X (kadar) 101,22%
SD (kadar) LR
CV kadar (%) G

Tabel 2. Hasil Perolehan Kembali Standar Albendazole

Konsentrasi (ppm)

Serapan (Absorbansi)

Hasil diperoleh (%)

10,2 0.373 94,44%
10,2 0.378 99,36%
10,2 0.377 99,26%
15,3 0.561 96,14%
15,3 0.556 95,33%
15,3 0.586 100,41%
20 0.755 95,19%
20 0.755 95,91%
20 0.745 94,76%
Rata-rata perolehan kembali 96,76%

SD 0,023

CcVv 2,349
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Nilai perolehan kembali (recovery) yang
didapat dari metode ini adalah 96,76%. Nilai
perolehan kembali yang diperoleh metode ini
kemudian dibandingkan dengan nilai perolehan
kembali untuk analit 10 ppm yaitu 90 — 107%®.
Hasil nilai perolehan kembali metode ini berada
dalam batas nilai perolehan kembali untuk
analit 10 ppm (90 — 107%) maka metode uji

albendazol menggunakan spektrofotometri
mempunyai akurasi yang baik.
Linearitas

Linearitas merupakan kemampuan
suatu metode untuk memperoleh hasil-
hasil uji yang secara langsung proporsional
dengan konsentrasi analit pada kisaran
yang diberikan@?®. Linearitas suatu metode
merupakan ukuran seberapa baik kurva

kalibrasi yang menghubungkan antara respon
(y) dengan konsentrasi (x). Data yang diperoleh
selanjutnya diolah untuk dapat menentukan
nilai kemiringan (slope), intersep dan koefisien
korelasinya (r).

Pengujian dilakukan pada 5 konsentrasi
yaitu 8 ppm, 9 ppm, 10 ppm, 11 ppm dan
12 ppm. Pengujian lineritas menghasilkan
kurva kalibrasi standar dengan persamaan
regresi y = 0,0376862x + 0,00513916. Nilai ini
menghasilkan koefisien korelasi (r?) sebesar

Tabel 3. Hasil Serapan Linearitas

0,99887. Nilai r yang diperoleh mendekati 1,00
sedangkan syarat suatu metode uji mempunyai
linearitas yang baik jika nilai r lebih besar dari
0,99 @8 Hal ini membuktikan bahwa metode
uji albendazol dengan spektrofotometri
mempunyai linearitas yang baik. Tabel hasil
serapan untuk uji linearitas kurva standar
didapatkan dalam Tabel 3.

Batas Deteksi (Limit of Detection/ LOD) dan
Batas Kuantitasi (Limit Of Quantification/
LOQ)

Batas deteksi adalah karakteristik uji batas
atau konsentrasi terendah analit dalam sampel
yang dapat dideteksi. Batas deteksi umumnya
dinyatakan sebagai konsentrasi analit dalam
sampel®. Batas kuantitasi merupakan
parameter pada analisis yang diartikan sebagai
jumlah/ konsentrasi terkecil analit dalam sampel
yang masih dapat memenuhi kriteria cermat
dan seksama®. Data perhitungan LOD dan
LOQ metode uji terdapat dalam Tabel 4.

Dari hasil perhitungan, diperoleh batas
deteksi untuk pengujian albendazol dengan
metode spektrofotometri yaitu pada konsentrasi
1,30 mg/L (ppm). Nilai batas kuantitasi yang
diperoleh pada pengujian ini sebesar 4,34 mg/L

(ppm).

Konsentrasi Serapan
8 ppm 0.295
9 ppm 0.334
10 ppm 0.375
11 ppm 0.410
12 ppm 0.445
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Tabel 4. Data Perhitungan LOD dan LOQ Uji Kadar Albendazol Suspensi

Penlg:jian Konsentrasi Abs (Y) y1 (y-y1) (y-y1) 2

1 10 0.373 0.372 0,001 0,000001
2 10 0.377 0.372 0,005 0,000025
3 10 0.385 0.372 0,013 0,000169
4 10 0.377 0.372 0,005 0,000025
5 10 0.390 0.372 0,018 0,000324
6 10 0.378 0.372 0,006 0,000036
7 10 0.376 0.372 0,004 0,000016
8 10 0.394 0.372 0,022 0,000484
9 10 0.395 0.372 0,023 0,000529
10 10 0.395 0.372 0,023 0,000529

Jumlah 0,002137

Jumlah/(n-2) 0,000267

Simpangan baku residual [akar dari Jumlah/(n-2)] (Sy/x) 0,016344

LOD 1,30

LoQ 4,34

KESIMPULAN

Validasimetode ujikadarobathewan albendazol sediaan suspensimenggunakan spektrofotometer
UV-Vis dengan pelarut H,SO, 1% dalam metanol p.a., didapatkan bahwa nilai presisi, akurasi, dan
linearitas yang baik, sedangkan nilai LOD dan LOQ metode uji adalah masing-masing 1,30 ppm dan
4,34 ppm. Pengujian kadar albendazol sediaan suspensi menggunakan metode spektrofotometri
UV-Vis dengan pelarut H,SO, 1% dalam metanol p.a. dapat digunakan dalam pengujian rutinitas
dan memberikan hasil yang baik.
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ABSTRAK

Di era belum ditemukannya antibiotik, infeksi ringan mungkin dapat menyebabkan kematian. Sejak
diperkenalkannya antibiotik pertama yaitu arsphenamine (salvarsan) pada tahun 1909 oleh Paul
Ehrlich dan Sahachird Hata, diikuti dengan penemuan beberapa antibiotik lainnya, infeksi berat
sekalipun dapat diobati. Akan tetapi, saat ini adanya tren peningkatan resistansi Antimikroba di
hampir semua bakteri patogen menyebabkan infeksi bakteri mungkin tidak dapat diobati, dan kita
kembali seperti saat pra-antibiotik. Pada tinjauan ilmiah ini akan dibahas jenis dan mekanisme
kerja Antimikroba, untuk selanjutnya disebut antibiotik, terhadap bakteri dan mengapa antibiotik
sangat penting dalam pengobatan. Lebih jauh lagi tulisan ini menjelaskan mekanisme resistansi
antibiotik, bagaimana bakteri menjadi kebal terhadap antibiotik, mekanisme mutasi kromosomal dan
rekombinasi, serta elemen-elemen genetik seperti plasmid dan transposon yang berperan penting
menyebabkan bakteri menjadi resistan terhadap antibiotik.

Kata kunci: Antimikroba, antibiotik, resistansi, mutasi

ABSTRACT

In an era where antibiotics were not yet invented, a minor infection may lead to death. Since
Paul Ehrlich dan Sahachird Hata’s introduction of the first antibiotic, arsphenamine (salvarsan) in
1909, followed by the discovery of several other antibiotics, even severe infections can be treated.
However, there is currently an increasing trend of antimicrobial resistance in almost all bacterial
pathogens making bacterial infections possibly untreatable, returning to where antibiotics were not
yet discovered. This scientific review will discuss the types and action mechanisms of antimicrobials,
especially antibiotics, against bacteria and why antibiotics are extremely important in medicine.
Furthermore, this paper explains the mechanism of antimicrobial resistance, how bacteria become
resistant to antimicrobials, the mechanism of chromosomal mutation and recombination, and genetic
elements such as plasmids and transposons which play an important role in causing bacteria to
become resistant to antibiotics.

Key words: antimicrobial, antibiotic, resistance, mutation
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Latar Belakang

Infeksi bakteri selalu menjadi masalah
utama yang menyebabkan masalah kesehatan
pada manusia. Antara lain, infeksi oleh
bakteri patogen seperti tuberkulosis (TBC)
yang disebabkan oleh  Mycobacterium
tuberculosis, gonore yang disebabkan oleh
Neisseria gonorrhoeae, dan batuk rejan yang
disebabkan oleh Bordetella pertussis. Pada
era pra-antibiotik, luka kecil yang terinfeksi oleh
bakteri seperti Staphylococcus aureus dapat
dengan mudah berubah menjadi infeksi aliran
darah (sepsis) yang mengancam jiwa. Hanya
sebagian kecil pasien yang didiagnosis dengan
sepsis (<20%) akan bertahan. Sejak antibiotik
diperkenalkan, infeksi bakteri menjadi mudah
diobati . Namun, tren resistansi antibiotik saat
ini di sebagian besar semua patogen bakteri
telah meningkatkan untuk kembali ke situasi
bahwa infeksi bakteri tidak dapat diobati (9.

Adanya antibiotik, populasi bakteri resistan
minor memiliki keuntungan pertumbuhan
selektif dan berkembang biak, sementara
bakteri yang tidak resistan mati. Penggunaan
yang tidak tepat atau penyalahgunaan antibiotik
dapat menyebabkan amplifikasi selektif
populasi resistan dan dianggap sebagai salah
satu alasan utama untuk munculnya patogen
bakteri resistan obat. Menurut laporan dari
Center for Disease Control (CDC) USA, sekitar
50% dari resep antibiotik dianggap tidak perlu
©®. Penggunaan antibiotik lebih tinggi di antara
pasien rawat inap dengan sekitar 33% dari
semua pasien di Eropa menerima setidaknya
satu agen Antimikroba (®. Hubungan erat
antara penggunaan antibiotik dan tingkat
resistansi diilustrasikan oleh pengurangan
tingkat resistansi yang dicapai karena
pengurangan antibiotik secara keseluruhan
di Eropa @V, Faktor lain yang menyebabkan
penyebaran resistansi cepat adalah transmisi
dari manusia ke manusia. Ini ditunjukkan oleh
penyebaran cepat klon Methicilin Resistance
Staphylococcus aureus (MRSA) di rumah sakit
dan masyarakat di seluruh dunia ©. Sebuah
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studi sekuensing genom seluruh MRSA
baru-baru ini dari berbagai daerah di Inggris
mengidentifikasi beberapa kluster transmisi
dari klon MRSA dominan dalam komunitas dan
rumah sakit @),

Selain  penggunaan  antibiotik  pada
manusia, antibiotik juga digunakan pada
hewan, terutama pada ternak. Diyakini bahwa
penggunaan antibiotik pada ternak sebagai
pemacu pertumbuhan dan untuk pencegahan
infeksi mendorong seleksi populasi bakteri
yang resistan pada hewan (®. Ternak diduga
sebagai reservoir potensial untuk bakteri yang
resistan terhadap obat yang menginfeksi
manusia, yang mungkin melibatkan transfer
strain yang resistan terhadap obat atau gen
resistansi melalui elemen genetik bergerak
seperti plasmid. Penelitian genomik One Health
menjelaskan bahwa transmisi bakteri yang
resistan terhadap obat-obatan dapat terjadi
antara hewan dan manusia. Namun, sebuah
studi baru-baru ini menunjukkan bahwa E. coli
yang menyebabkan infeksi aliran darah pada
pasien di Inggris tidak diperoleh dari ternak
dan tidak ditransmisikan oleh plasmid antara
hewan dan manusia © 2?2, Disamping itu, dalam
beberapa kasus, ditemukan gen di lingkungan
yang resistan terhadap logam berat yang dibawa
oleh plasmid. Oleh karena itu, kontaminasi
logam berat pada tanah atau penggunaannya
dalam peternakan juga menyebabkan pemilihan
sel bakteri yang resistan. Ini disebabkan logam
berat juga digunakan dalam pertanian sebagai
fungisida atau bakterisida dan dapat mengarah

pada pengayaan selektif populasi resistan - ¢
25)

Pengertian dan Jenis Antimikroba

Antimikroba adalah zat atau bahan
yang mampu membunuh atau menghambat
pertumbuhan  mikroorganisme  (misalnya:
bakteri, jamur, parasit, dan virus). Pada makalah
kali ini untuk selanjutnya yang dibahas adalah
Antimikroba yang mampu membunuh bakteri
khususnya antibiotik. Ada tiga jenis Antimikroba
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yang bekerja melawan bakteri, yaitu:

1.  Antiseptik (misalnya digunakan untuk
membersihkan luka agar mencegah
infeksi).

2. Desinfektan (misalnya digunakan untuk
membersihkan sebuah permukaan dari
mikroorganisme).

3. Antibiotik yaitu senyawa atau zat yang

dapat membunuh atau mencegah
pertumbuhan bakteri dan digunakan
secara internal sebagai obat atau

digunakan secara topikal (misalnya pada
kulit atau mata).

Antibiotik

Selama ribuan tahun manusia telah
menggunakan berbagai zat untuk mencegah
atau mengobati infeksi termasuk tanaman,
jamur roti, dan madu. Pada akhir abad ke-
19, para ilmuwan menemukan bahwa sel-sel
bakteri dapat diwarnai oleh pewarna kimia. Ini
mendorong para ilmuwan untuk mulai mencari
senyawa Yyang akan membunuh bakteri
patogen.

Antibiotik pertama yang ditemukan adalah
arsphenamine (salvarsan), yang ditemukan
pada tahun 1909 oleh Paul Ehrlich dan
Sahachird Hata. Ini adalah pengobatan efektif
pertama untuk infeksi menular seksual sifilis
yang disebabkan oleh Treponema pallidum.
Selanjutnya pada tahun 1932 dengan
penemuan prontosil oleh tim yang dipimpin
oleh Gerhard Domagk, yang secara sistematis
menguji pewarna kimia untuk kemampuan
mereka membunuh bakteri ®. Prontosil adalah
antibiotik sulfonamid, yang efektif melawan
sejumlah bakteri patogen yang berbeda dan
masih digunakan sampai sekarang. Baik
arsphenamine dan  prontosil  merupakan
antibiotik sintesis.

Pada tahun 1928 Alexander Fleming
menemukan bahwa jamur yang disebut
Penicillium chrysogenum menghasilkan
senyawa yang dapat membunuh Dbakteri
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patogen S. aureus. Ini merupakan antibiotik
pertama yang berasal dari organisme hidup.
Fleming menamakan senyawa itu “penisilin”
dan menemukan bahwa pada konsentrasi
yang sangat rendah penisilin dapat membunuh
sejumlah bakteri patogen. Meskipun Fleming
membuat penemuan awal penisilin, akan tetapi
dia tidak dapat melanjutkan penelitiannya lebih
jauh (19),

Penelitian penisilin dimulai kembali pada
tahun 1940, Howard Flory mengumpulkan
tim peneliti termasuk Ernst Chain, Norman
Heatley, Edward Abraham, dan lainnya guna
meneliti penisilin di Universitas Oxford. Mereka
menemukanmetodeuntukmengekstrakpenisilin
dalam konsentrasi yang cukup tinggi untuk
menguji efektivitas penisilin terhadap infeksi
sebenarnya. Penisilin menunjukkan aktivitas
yang sangat baik terhadap infeksi bakteri pada
tikus. Mereka kemudian melanjutkan untuk
melakukan uji klinis pertama pada pasien
manusia dan percobaan klinis ini berhasil.
Selanjutnya, para peneliti dan perusahaan
farmasi di Amerika Serikat mengembangkan
metode untuk memungkinkan produksi skala
industri dari penisilin untuk penggunaan klinis
secara luas. Mengikuti kesuksesan penisilin,
para peneliti mulai mencari jamur dan bakteri
lain yang menghasilkan antibiotik. Pada
tahun 1950-an hingga 1970-an berbagai jenis
antibiotik baru ditemukan dan digunakan
secara klinis, akan tetapi, pada tahun 1990-an
penemuan antibiotik terhenti.

Mekanisme Kerja Antibiotik

Mekanisme kerja antibiotik secara garis
besar adalah dengan cara membunuh bakteri
yang dikenal dengan bakterisida atau dengan
mencegah berkembangnya bakteri atau disebut
bakteriostatik. Secara umum, antibiotik bekerja
dengan merusak bagian-bagian penting dari
struktur sel bakteri atau dengan mencegah
fungsi seluler esensial terjadi. Target antibiotik
secara luas, terdiri dari: (1) dinding dan
membran sel bakteri, (2) sintesis deoxyrybo
nucleic acid (DNA), dan (3) produksi protein.
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1. Antibiotik yang bekerja pada dinding

dan membran sel bakteri

Penisilin adalah antibiotik spektrum luas
pertama yang ditemukan dan merupakan
golongan antibiotik beta-laktam (B-laktam).
Antibiotik B-laktam disebut demikian karena
golongan struktur kimia yang
sama yaitu B-laktam. Keluarga
B-laktam termasuk penisilin, sefalosporin dan
karbapenem, merupakan beberapa antibiotik

ini  memiliki

cincin

yang paling penting secara klinis ¢ 10.17),

Antibiotik B-laktam membunuh bakteri
dengan mengikat enzim bakteri yang disebut
penisilin pengikat protein (Penicillin Binding
Protein, PBP). PBP ini berfungsi mengikat
bagian-bagian lapisan peptidoglikan dinding sel
bakteri. Terikatnya PBP oleh antibiotik B-laktam
akan menyebabkan terhentinya kerja PBP
untuk membangun atau memperbaiki dinding
sel bakteri yang mengakibatkan sel-sel bakteri
pecah dan mati. Keluarga antibiotik glikopeptida
yang mencakup vankomisin (antibiotik penting
yang digunakan untuk mengobati infeksi yang
resistan terhadap B-laktam) juga mencegah
pembentukan dinding sel dengan menghambat
sintesis peptidoglikan (032,

Antibiotik golongan lipopeptida seperti
daptomisin bekerja merusak membran sel
dengan cara memasukkan dirinya ke dalam
membran sel dan menginduksi depolarisasi
Antibiotik
kolistin, bekerja dengan cara berikatan dengan
membran luar yang menyebabkan kerusakan
pada membran sel @,

membran. polimiksin  misalnya

2. Sintesis DNA

Ada beberapa antibiotik yang mencegah
sintesis DNA, dengan menghambat transkripsi
dan replikasi DNA melalui mekanisme yang
berbeda. Antibiotik tersebut antara lain adalah
kelompok sulfonamid, kuinolon, fluorokuinolon,
aktinomisin D, linkomisin, metronidazol, dan
Sebagai golongan

rifampisin. contohnya
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sulfonamid (antibiotik sintetik pertama), yaitu
trimetoprim dan sulfametoksazol, dimana
kedua antibiotik ini bekerja saling menguatkan
(efek potensiasi) dengan menghambat aktivitas
enzim yang terlibat dalam sintesis asam
folat. Tanpa asam folat, bakteri tidak dapat
mensintesis basis DNA (adenine, thymine,
cytosine, guanine). Kelompok kuinolon dan
fluorokuinolon (kuinolon yang mengandung
atom fluor) bekerja dengan mengikat enzim
yang dikenal sebagai topoisomerase. Enzim
topoisomerase terlibat dalam penggumpalan

DNA untuk membentuk bentuk heliks ganda.

Terikatnya  enzim  topoisomerase  oleh
fluorokuinolon menyebabkan replikasi DNA
terhenti, sehingga sel bakteri tidak dapat
bereplikasi ¢ 3439,
3. Produksi Protein

Rifampisin  (antibiotik  penting  untuk
pengobatan tuberkulosis) bekerja dengan

mengikat RNA polimerase, enzim yang
menyalin DNA ke dalam RNA. RNA kemudian
digunakan sebagai template untuk mensintesis
protein dalam ribosom. Dengan memblokir RNA
polimerase, rifampisin menghentikan bakteri
yang menghasilkan protein yang penting bagi
kehidupan. Banyak keluarga antibiotik termasuk
aminoglikosida, tetrasiklin, makrolida, fenikol,
dan linkosamid bekerja dengan mengikat bagian
ribosom bakteri yang menghalangi aktivitasnya.
Ribosom adalah mesin yang membaca template
RNA dan mensintesis protein (dikenal sebagai
translasi) dengan menghubungkan asam amino
yang berbeda. Antibiotik lain seperti mupirosin
dan asam fusidik bekerja dengan mengganggu
enzim bakteri lain yang bekerja dengan ribosom
selama penerjemahan.

4. Mekanisme Resistansi Antibiotik

Ketika suatu bakteri secara alami
resistan terhadap antibiotik atau keluarga
antibiotik tertentu, tanpa perlu mutasi atau
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mendapatkan gen lebih lanjut, mekanisme
resistansi ini dikenal dengan resistansi intrinsik.
Ini berarti bahwa antibiotik tersebut tidak dapat
atau tidak tepat digunakan untuk mengobati
infeksi yang disebabkan oleh spesies bakteri itu
(13), Contoh resistansi intrinsik adalah resistansi
Pseudomonas aeruginosa (penyebab umum
infeksi paru-paru pada penderita fibrosis kistik)

inhibition of nucleic
acid synthesis or
folate synthesis

terhadap sebagian besar antibiotik B-laktam.
Gambar 2. menunjukkan mekanisme resistansi
intrinsik yang berbeda, termasuk penurunan
permeabilitas membran luar, pengecualian
selektif (selective exclusion) melalui porins dan
pompa eflux (efflux pumps) yang secara aktif
memompa antibiotik keluar dari sel.

inhibition of cell wall
synthesis or disruption

I/ of the cell wall

ribosome }

inhibition of
protein synthesis

inhibition of
RMNA polymerase

Gambar 1 Mekanisme Kerja Antibiotik @

»

reduced
permeability

porin
QOOOOCER
outer LRy
membrane TETRTRTAnE
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peptidoglycan
plasma
membrane
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Gambar 2 Berbagai mekanisme resistansi intrinsik, termasuk penurunan permeabilitas membran
luar, pengecualian selektif melalui porins dan pompa efluks @
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Ada dua mekanisme utama dimana bakteri
memediasi resistansi intrinsik, yaitu perbedaan
permeabilitas dan akses membran dan
memompa keluar (pumping out). Perbedaan
permeabilitas dan akses membran berkenaan
dengan struktur dinding bakteri, Bakteri
diklasifikasikan menjadi dua kelompok yaitu
gram-positif dan gram-negatif. Secara ringkas
perbedaan struktural utama adalah bakteri
gram positif memiliki lapisan peptidoglikan yang
tebal, sedangkan bakteri Gram-negatif memiliki
lapisan peptidoglikan yang tipis dan membran
luar ekstra yang mengandung lipopolisakarida.
Perbedaan dalam struktur dinding sel ini
berarti bakteri Gram-negatif resistan terhadap
vankomisin (antibiotik glikopeptida) karena
membran luarnya mencegah molekul besar
seperti vankomisin memasuki sel. Bakteri
Gram-negatif dan beberapa bakteri Gram-
positif juga memiliki struktur yang disebut porins,
yang bertindak sebagai pori dimana molekul
termasuk nutrisi dapat melewati membran ke
dalam sel. Pada beberapa bakteri yang secara
intrinsik resistan, sifat kimia ataupun ukuran
porinnya akan menentukan sifat resistan
terhadap antibiotik tertentu. Jumlah porin yang
dinyatakan (misal jumlah yang lebih sedikit)

di dalam membran berkontribusi terhadap
resistansi intrinsik.
Mekanisme lain dari resistansi intrinsik

pada bakteri Gram-negatif adalah karena
adanya pompa efluks (efflux pumps). Pompa
ini memompa antibiotik keluar dari sel sehingga
mencegah mereka mencapai Kkonsentrasi
yang mematikan. Pompa efluks sering bekerja
bersama dengan penurunan permeabilitas
membran sel untuk memediasi resistansi
intrinsik. Beberapa dari pompa efluks ini
diklasifikasikan sebagai pompa efluks terhadap
banyak obat (multidrug-efflux pumps) karena
mereka memberikan resistansi terhadap
sejumlah kelas antibiotik yang berbeda. Contoh
hal adalah sistem efluks MexAB-OprM pada P.
aeruginosa yang memediasi intrinsik dengan
mengurangi kerentanan/sensitifitas terhadap
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fluorokuinolon, tetrasiklin, phenikol, makrolida
dan B-laktam ¢,

Selain mekanisme resistansi intrinsik,
mekanisme resistansi pada bakteri ada
juga yang bersifat acquired. Bakteri dapat
bertukar atau memperoleh DNA menggunakan
rekombinasi yang dimediasi oleh mekanisme
yang meliputi transduksi (transfer DNA dari
satu sel ke sel lainnya oleh bakteriofag),
transformasi (penyerapan DNA eksogen dari
lingkungan sekitarnya), konjugasi (transfer DNA
dari satu bakteri ke bakteri lain melalui kontak
sel ke sel), transposisi (transfer DNA oleh
transposon, biasanya ditemukan terintegrasi
dalam kromosom inang dan mengandung gen
yang memungkinkan mereka untuk berintegrasi
dan memotong (transposisi) dari kromosom)
(12 Dalam beberapa kasus, bakteri dapat
memperoleh beberapa mekanisme resistansi
terhadap antibiotik yang sama, dan pada
bakteri yang resistan terhadap beberapa jenis
obat, mereka memperoleh resistansi terhadap
beberapa kelas antibiotik.Mekanisme resistansi
dapat terjadi dalam beberapa proses sebagai
berikut: (1) inaktivasi dan modifikasi antibiotik,
(2) Modifikasi situs/tempat target antibiotik, (3)
Produksi berlebih dari target, (4) Penggantian
situs/tempat target, dan (5) Efluks dan
mengurangi permeabilitas. Berikut penjelasan
masing-masing mekanisme resistansi tersebut.

1. Inaktivasi dan modifikasi antibiotik

Inaktivasi oleh enzim adalah salah satu
mekanisme  resistansi yang ditemukan
terhadap penisilin (antibiotik B-laktam). Strain
dari S. aureus yang resistan terhadap penisilin
ditemukan telah memperoleh enzimyangdikenal
sebagai B-laktamase (awalnya dikenal sebagai
penisilinase). Enzim B-laktamase menargetkan
bagian dari antibiotik B-laktam yang dikenal
sebagai cincin B-laktam, ini ditemukan pada
semua antibiotik B-laktam. Enzim B-laktamase
memecah cincin ini menjadi terbuka, mencegah
antibiotik mengikat target bakteri (633, seperti
yang terlihat pada pada Gambar 3.
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Gambar 3 Inaktivasi oleh enzim beta laktamase terhadap antibiotik golongan penisilin

B-laktamase adalah keluarga enzim (ada
ribuan versi berbeda) yang ditemukan di banyak
patogen bakteri. Mereka memiliki aktifitas yang
berbeda, yang berarti beberapa akan bekerja
melawan anggota spesifik dari keluarga
B-laktam, sementara yang lain tidak. Anggota
tertentu dari keluarga B-laktamase, yang dikenal
sebagai karbapenemase, adalah yang paling
ditakutkan karena enzim ini menginaktivasi
semua anggota keluarga antibiotik B-laktam,
termasuk karbapenem, yang menyebabkan
pengobatan menjadi sangat terbatas ©.

Modifikasi oleh enzim merupakan
mekanisme resistansi lainnya yang dimediasi
oleh bakteri yang menghasilkan enzim.
Pertama, bakteri dapat memproduksi enzim
yang secara kimiawi mengubah target antibiotik
dalam bakteri dengan menambahkan kelompok
kimia tambahan. Contohnya adalah gen erm
(erythromycin ribosomal methylation) yang
memberikan resistansi terhadap antibiotik
makrolida seperti eritromisin. Enzim metilat ini

>

antibiotic

ribosome

(menambahkan gugus metil: CH,) ke bagian
ribosom, yang merupakan target eritromisin.
Ini berarti eritromisin tidak dapat lagi mengikat
ke targetnya, seperti yang ditunjukkan pada
Gambar 4, yang berarti bakteri dapat terus
berkembang dengan adanya antibiotik.

Jenis kedua enzim bekerja dengan
memodifikasi secara kimia antibiotik itu
sendiri, yang mencegah pengikatan antibiotik
ke situs targetnya. Contoh dari hal ini adalah
enzim pengubah aminoglikosida seperti
N-asetiltransferase, yang  menambahkan
gugus asetil tambahan (CH,CO) ke antibiotik
aminoglikosida seperti kanamisin. Seperti
yang diilustrasikan pada Gambar 5, antibiotik
berhenti mengikat ribosom, yang berarti bakteri
menjadi resistan. Ada banyak jenis enzim yang
memiliki aktivitas berbeda terhadap antibiotik

dari berbagai kelas antibiotik termasuk
aminoglikosida, tetrasiklin, fenikol, dan
linkosamid.

x D

ribosome with
methylation on target site

Gambar 4 Enzim memodifikasi ribosom dengan menambahkan gugus metil/CH, pada situs/tempat
target antibiotik makrolida (eritromisin) @
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Gambar 5 Enzim memodifikasi antibiotik aminoglikosida (kanamisin) dengan menambahkan gugus

asetil/CH,CO @

2. Modifikasi situs/tempat target antibiotik

Mekanisme umum yang digunakan bakteri
untuk menjadi resistan terhadap antibiotik
adalah dengan memodifikasi target antibiotik.
Ketika bakteri tumbuh dan bereplikasi mereka
menyalin materi genetik (genom). Ketika bakteri
menyalin materi genetik, kadang-kadang terjadi
kesalahan dalam sekuens DNA (misal A akan
diganti dengan C). Jika salah satu mutasi ini
terjadi pada lokasi gen yang menyandi protein
yang merupakan target antibiotik, maka mutasi
ini menyebabkan antibiotik tidak dapat lagi
mengikat ke target dan menjadi resistan. Ini
berarti bahwa bakteri dengan mutasi akan
memiliki keuntungan pertumbuhan dan akan

penicillin

i
e

el

bertahan hidup dengan keberadaan antibiotik
sementara sisa populasi akan mati. Ini adalah
mekanisme umum untuk resistansi penisilin
terhadap Streptococcus pneumoniae, dimana
diperolehnya mutasi pada penisilin pengikat
protein (penicillin binding proteins, PBP) yang
merupakan target penisilin. Adanya mutasi
dalam PBP berarti bahwa penisilin tidak dapat
lagi mengikat dan membunuh bakteri. Ini terlihat
pada Gambar 6.

Demikian pula resistansi pada banyak patogen
bakteri terhadap antibiotik fluorokuinolon seperti
siprofloksasin dimediasi oleh mutasi pada gen
DNA gyrase dan DNA topoisomerase |V, yang
merupakan target siprofloksasin 19,

L INnnn
b o6.000000
mutated

PBP

Gambar 6 Mutasi yang terjadi pada situs/tempat target protein antibiotik (penicillin binding proteins,

PBP) @
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3. Overproduksi dari target

Bakteri juga dapat memproduksi target
antibiotik secara berlebih, yang berarti
ada kelebihan target protein dari antibiotik
dibandingkan dengan antibiotik itu sendiri.
Dengan kata lain, ada cukup protein target
untuk melanjutkan perannya di dalam sel. Ini
merupakan mekanisme resistansi terhadap
trimethoprim pada Escherichia coli dan
Haemophilus influenzae. Ekspresi berlebih
kadang-kadang ditemukan dalam kombinasi
dengan mutasi yang menurunkan kemampuan
antibiotik untuk mengikat pada targetnya,
seperti yang terlihat pada Gambar 7.

4. Penggantian situs/tempat target
Sementara bakteri seperti Streptococcus
pneumoniae mengubah target antibiotik,

<] SMX antibiotic

Cﬁg >

DHPS b
enzyme

P

| g

3

@

mekanisme resistansi lain yang serupa adalah
mendapatkan salinan gen tambahan yang
menyalin protein yang masih mempertahankan
aktivitasdenganadanyaantibiotik. Inibagaimana
Staphylococcus aureus patogen menjadi
resistan terhadap sebagian besar antibiotik
B-laktam seperti penisilin. Methicilin Resistance
Staphylococcus Aureus (MRSA) yang resistan
terhadap metisilin, menjadi resistan dengan
mendapatkan salinan tambahan penisilin
pengikat protein 2a (penicillin binding protein
2a, PBPZ2a), yang merupakan target antibiotik
B-laktam. Ini membuat penisilin pengikat protein
2a yang masih dapat berfungsi walaupun
dengan adanya antibiotik B-laktam.

overproduction of DHP enzyme

Gambar 7 Produksi berlebih dari protein target di dalam sel bakteri

penicillin

G w
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Gambar 8 MRSA resistan terhadap antibiotik B-laktam karena mendapatkan salinan tambahan

PBP2a @
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5. Efluks dan mengurangi permeabilitas

Beberapa spesies bakteri secara intrinsik
resistan terhadap beberapa antibiotik melalui
penurunan permeabilitas dan pompa efluks.
Selain itu, bakteri dapat memperoleh pompa
efluks tambahan yang secara khusus memompa
satu jenis antibiotik, misalnya pompa efluks
TetA yang secara khusus memompa tetrasiklin
dari sel. Sama halnya, permeabilitas sel dapat
diubah dengan perolehan mutasi pada porin
(saluran protein melalui membran sel). Mutasi
ini dapat mencakup kehilangan porin, modifikasi
ukuran atau konduktansi saluran porin, atau
tingkat ekspresi yang lebih rendah dari porin.
Pada akhirnya, kedua mekanisme, baik pompa
efluks maupun penurunan permeabilitas, dapat
menurunkan konsentrasi antibiotik intraseluler
dalam sel bakteri baik dengan mempompa
keluar antibiotik maupun mencegahnya masuk
ke dalam sel, seperti yang terlihat pada Gambar
2.

IV. Mutasi kromosomal dan rekombinasi
1. Reproduksi klonal bakteri

Sel bakteri bereproduksi secara klonal.
Selama reproduksi klon, setiap sel nenek
moyang bakteri (bacterial progenitor cell)
menyalin DNA-nya dengan kesetiaan yang
tinggi sebelum membelah menjadi dua sel
baru (keturunan), masing-masing dengan
satu salinan genom. Kesalahan acak dalam
replikasi DNA dapat terjadi selama proses
ini, menghasilkan keturunan klon yang akan
mewarisi 'kesalahan' replikasi dalam DNA
mereka. Kesalahan ini dikenal sebagai mutasi.

2. Pemilihan mutan yang resistan terhadap
antibiotik

Umumnya mutasi jarang terjadi, namun
karena populasi sel bakteri berkembang biak
secara eksponensial, kemungkinan sel mutan
ada di dalam suatu populasi (Gambar 9A).
Secara kebetulan, beberapa sel mutan ini
bisa resistan terhadap antibiotik, misalnya, jika
mutasi mengubah target antibiotik (atau melalui
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mekanisme lain yang dijelaskan sebelumnya).
Tanpa adanya antibiotik, sel-sel mutan hanya
akan pernah ada sebagai proporsi kecil dari
total populasi (sekitar 1 dalam satu miliar sel)
atau sekitar 10® sampai 10° colony-forming
unit (CFU) (Gambar 9A) (25). Dengan adanya
antibiotik, semua sel bakteri kecuali mutan
yang resistan antibiotik akan mati (Gambar
9B). Dalam konteks ini, mutasi yang resistan
antibiotik memberi keuntungan adaptif dan
sel-sel yang kebal antibiotik mampu tumbuh
dan berkembang biak. Seiring waktu, populasi
bakteri baru akan terdiri dari sebagian besar
(atau seluruhnya) sel mutan yang resistan
antibiotik (Gambar 9C).

Resistansi melalui mutasi pada DNA
kromosom adalah pendorong utama resistansi
yang diperoleh pada spesies bakteri tertentu,
seperti  Mycobacterium  tuberculosis dan
Helicobacter pylori, atau untuk antibiotik
tertentu, terutama antibiotik sintetis seperti
fluorokuinolon dan oksazolidinon. Mutasi
yang resistansi antibiotik dapat ditransmisikan
“secara vertikal” dengan reproduksi klon, seperti
yang dijelaskan di atas, tetapi juga “horizontal”
melalui rekombinasi .

Bakteri dapat bertukar DNA menggunakan
rekombinasi yang dimediasi oleh mekanisme
yang meliputi transduksi (transfer DNA dari
satu sel ke sel lainnya oleh bakteriofag),
transformasi  (penyerapan DNA eksogen
dari lingkungan sekitarnya) atau konjugasi
(transfer DNA dari satu bakteri ke bakteri lain
melalui kontak sel ke sel)('?. Beberapa spesies
bakteri, seperti Helicobacter pylori, cukup
sering bergabung kembali, sedangkan yang
lain, seperti M. tuberculosis, tidak bergabung
kembali. Rekombinasi dapat membawa
banyak perubahan genetik (mutasi) dari donor
ke penerima. Sebagai kesimpulan, mutasi
yang diperoleh oleh bakteri dengan demikian
merupakan hasil dari mutasi yang diturunkan
secara vertikal dan mutasi yang didapat secara
horizontal melalui rekombinasi.
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Gambar 9 Sel-sel mutan di dalam populasi bakteri dengan atau tanpa adanya antibiotik @

Resistansi melalui mutasi pada DNA
kromosom adalah pendorong utama resistansi
yang diperoleh pada spesies bakteri tertentu,
seperti  Mycobacterium  tuberculosis dan
Helicobacter pylori, atau untuk antibiotik
tertentu, terutama antibiotik sintetis seperti
fluorokuinolon dan oksazolidinon. Mutasi
yang resistansi antibiotik dapat ditransmisikan
"secara vertikal" dengan reproduksi klon, seperti
yang dijelaskan di atas, tetapi juga "horizontal"
melalui rekombinasi .

Bakteri dapat bertukar DNA menggunakan
rekombinasi yang dimediasi oleh mekanisme
yang meliputi transduksi (transfer DNA dari
satu sel ke sel lainnya oleh bakteriofag),
transformasi (penyerapan DNA eksogen dari
lingkungan sekitarnya) atau konjugasi (transfer
DNA dari satu bakteri ke bakteri lain melalui
kontak sel ke sel) (2, Beberapa spesies
bakteri, seperti Helicobacter pylori, cukup
sering bergabung kembali, sedangkan yang
lain, seperti M. tuberculosis, tidak bergabung
kembali. Rekombinasi dapat membawa
banyak perubahan genetik (mutasi) dari donor
ke penerima. Sebagai kesimpulan, mutasi
yang diperoleh oleh bakteri dengan demikian
merupakan hasil dari mutasi yang diturunkan
secara vertikal dan mutasi yang didapat secara
horizontal melalui rekombinasi.

3. Plasmid

Plasmid adalah potongan kecil dari DNA
ekstrakromosomal sirkular pada bakteri @4,
Mereka mampu menyalin diri di dalam sel bakteri
secara independen dari kromosom (replikasi
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diri) dan ada dalam beberapa salinan. Beberapa
dapat diintegrasikan ke dalam kromosom.
Plasmid dapat mentransfer dari satu sel ke sel
lain melalui kontak sel ke sel, suatu proses yang
disebut konjugasi ?". Plasmid penting karena
mereka dapat bergerak di antara sel-sel bakteri
yang berbeda, termasuk strain dari spesies
yang sama bahkan antara spesies bakteri
yang berbeda. Plasmid membawa banyak gen,
dalam beberapa kasus gen yang menyebabkan
penyakit dan resistansi antibiotik 9.

Plasmid dipertahankan dalam populasi
bakteri dengan cara sel bakteri dapat membawa
atau memperoleh plasmid yang mengkode
sebuah protein yang memberikan resistansi
terhadap antibiotik (229, Plasmid mungkin ada
di semua sel maupun hanya beberapa dalam
populasi bakteri (Gambar 10A). Dengan adanya
suatu antibiotik, semua sel bakteri kecuali
yang membawa plasmid akan mati (Gambar
10B). Dalam konteks ini, plasmid memberi
keuntungan adaptif dan sel-sel yang resistan
antibiotik mampu tumbuh dan berkembang
biak. Seiring waktu, populasi bakteri baru akan
terdiri dari sebagian besar (atau seluruhnya)
sel pembawa plasmid yang resistan antibiotik
(Gambar 10C). Plasmid yang membawa gen
resistansi antibiotik kini telah meningkat dalam
prevalensi, dan dapat ditransfer ke populasi
bakteri lain melalui konjugasi (Gambar 10D).
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Gambar 10 Sel yang mengandung plasmid pembawa gen resistansi di dalam suatu populasi
bakteri dengan atau tanpa adanya antibiotik dan proses transfer gen resistansi oleh

plasmid melalui konjugasi @

4. Transposon

Transposon adalah elemen  genetik
bergerak yang otonom (autonomous mobile
genetic elements). Mereka biasanya ditemukan
terintegrasi dalam kromosom inang dan
mengandung gen yang memungkinkan mereka
untuk berintegrasi dan memotong (transposisi)
dari kromosom. Mereka diperbanyak secara
pasif selama replikasi kromosom, segregasi,
dan pembelahan sel.

Selain mampu bergerak ke berbagai situs/
tempat DNA dalam sel yang sama, beberapa
mekanisme penyandian untuk transfer antar sel.
Dalam hal ini, mereka disebut elemen integratif
dan konjugatif (integrative and conjugative
elements, ICE), juga disebut transposon
konjugatif. Ada dua karakteristik mendefinisikan
ICE: (a) mereka ditemukan terintegrasi dalam
genom inang; dan (b) mereka menyandi sistem
konjugasi fungsional yang memungkinkan
transfernya ke sel lain @8,

Seperti halnya dengan plasmid dan
bakteriofag, banyak transposon membawa gen
kargo dengan fungsi yang tidak terkait dengan
siklus hidup transposon, yaitu transposisi dan
transfer. Gen kargo ini dapat memberikan
beberapa manfaat bagi sel inang, seperti
resistansi antibiotik. Transposon biasanya
mosaik dan modular, yang terbuat dari modul
atau “potongan” dari transposon lain dan
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elemen genetik bergerak. Transposon sendiri
sering menjadi bagian dari elemen genetik
bergerak lainnya @3

5. Mekanisme campuran

Gen resistansi dapat dimobilisasi di dalam
atau di antara sel-sel bakteri menggunakan
kombinasi mekanisme yang telah dijelaskan
sebelumnya. Gen resistansi tertentu dapat
diapit oleh transposon yang memungkinkannya
untuk 'melompat' dari kromosom bakteri ke
plasmid atau sebaliknya, dalam sel yang
sama ), Sebagai contoh, strain MRSA yang
resistansi terhadap metisilin mengandung gen
resistansi metisilin (methicillin resistance gene,
mecA) di dalam elemen genetik bergerak yang
disebut mec kromosom kaset staphylococcal
(staphylococcal cassette chromosome mec,
SCCmec). SCCmec memiliki struktur kompleks
dengan gen mecA diapit oleh transposon
yang, pada gilirannya, dimasukkan ke dalam
kromosom (Gambar 11) 4. Ada berbagai jenis
elemen SCCmecyangdiidentifikasidalamMRSA
dengan beberapa membawa gen resistansi
tambahan (9. Karena dalam kebanyakan
kasus elemen SCCmec dimasukkan ke dalam
kromosom, ia dapat menyebar dengan mudah
melalui transmisi vertikal.
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Perbandingan berbagai jenis elemen SCCmec. Gen yang terkait dengan resistansi

ditandai dengan panah yang mewakili arah transkripsi. Daerah berwarna yang
menghubungkan jenis SCCmec menunjukkan daerah yang dikonservasi. Elemen
SCCmec membawa berbagai jenis elemen transposable mengapit gen resistansi @

Enterobacteriaceae yangresistansiterhadap
karbapenem juga mengandung elemen genetik
bergerak modular. Sebuah studi yang dilakukan
lebih dari 5 tahun di satu rumah sakit di
Amerika Serikat mengungkapkan mekanisme
berbeda yang berperan untuk transmisi
gen resistansi karbapenem . Gen blakpc
memberikan resistansi terhadap karbapenem
yang merupakan salah satu antibiotik pilihan
terakhir. Penyebaran blakpc terjadi pada

pv4

Klebsiella pneumoniae
carbapenemase (KPC)
resistance gene

Mobile transposon
Tn4401

Tn4401 nested within
bile Tn2-like el

Transposon located
within mobile
extra-chromosomal
plasmid DNA

Bacterial cell with
mobile plasmid

and immobile host
chromosome
(not to scale)

berbagai tingkat genetik dengan berbagi cepat
plasmid blakpc antara strain dan spesies
bersama-sama dengan sering melompat dari
transposon Tn4401 antara berbagai plasmid
(Gambar 12). Selain itu, Tn4401 dimasukkan
ke dalam transposon Tn2 lain, yang selanjutnya
meningkatkan mobilitas gen resistansi di antara
berbagai plasmid. Semua mekanisme ini
menyebabkan peningkatan cepat dalam tingkat
resistansi karbapenem.

Transposition of Tn4401 into different
plasmids

O
Proposed mobilization of Tn4401 between
Tn2-like elements in different plasmids,

via homologous recombination

—

&S OO

Plasmid movement via conjugation into
different bacterial strains and species

Gambar 12 Penyebaran elemen blakpc dari berbagai tingkat mengarah ke penyebaran di antara

strain Enterobacteriaceae @
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IV. Mekanisme Resistansi

Antibiotik

Salah satu aspek resistansi yang sering
diabaikan adalah mekanisme yang mengatur
gen resistansi antibiotik. Sering kali ditemukan
bakteri memiliki gen resistan tertentu melalui
pengujian molekuler (genotip), akan tetapi
pengujian secara fenotip tidak resistan. Salah
satu contoh dari kasus ini yang paling banyak
dipelajari atau diteliti adalah pengaturan
gen yang menyandi suatu pompa yang
menghilangkan/meniadakan tetrasiklin  dari
sel. Pompa ini hanya akan akiif jika tetrasiklin
ada di dalam sel. Jika tetrasiklin tidak ada,
suatu protein yang disebut sebagai repressor
akan mengikat DNA di samping gen resistansi
tetrasiklin. Ikatan repressor ini akan mencegah
aktivasi (transkripsi) dari gen resistansi dan
pompa protein. Akan tetapi, jika tetrasiklin

Pengaturan

ada maka tetrasiklin akan mengikat repressor
membentuk kompleks tetrasiklin-repressor dan
mengubah bentuk repressor sehingga tidak
lagi mengikat DNA di sebelah gen resistansi
tetrasiklin. Ini akan mengaktifkan gen resistansi
tetrasiklin dan memproduksi protein resistansi
tetrasiklin. Pada akhirnya jika konsentrasi
tetrasiklin di dalam sel cukup rendah, maka
akan kembali pada kondisi dimana repressor
hanya mengikat DNA dan protein resistansi
tetrasiklin tidak diproduksi 4. Dari studi ini
bisa disimpulkan bahwa bakteri mungkin
mengandung gen resistansi terhadap antibiotik
yang hanya dapat diaktitkan jika ada antibiotik
(dalam kadar tertentu) yang menstimulasi
repressor untuk memproduksi protein resistansi
antibiotik. Oleh karena itu bisa jadi pengujian
molekuler (secara genotip) ditemukan gen
resistan, namun dikategorikan tidak resistan
atau intermediate resistant secara fenotip.

Tetracycline Resistance Regulation

Ne tetracydine
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Gambar 13 Mekanisme pengaturan resistensi tetrasiklin. Ketiadaan tetrasiklin menyebabkan
tetrasiklin repressor (tetR) mengikat DNA dan mencegah tetrasiklin protein (TetB)
diproduksi. Jika antibiotik (tetrasiklin) ada maka akan berikatan dengan tetR dan TetB

akan diproduksi @4,
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Kesimpulan

Antimikroba, khususnya antibiotik
memegang peranan yang sangat penting
dalam pengobatan infeksi bakteri patogen baik
pada manusia maupun hewan. Akan tetapi
penggunaan antibiotik yang tidak sesuai dapat
menyebabkan terjadinya resistansi terhadap
bakteri. Resistansi Antimikroba memungkinkan
bahwa pengobatan infeksi bakteri patogen
menjadi sangat terbatas bahkan sulit untuk
diobati. Secara alami bakteri resistan terhadap
antibiotik atau keluarga antibiotik tertentu, tanpa
adanya mutasi atau mendapatkan gen lebih
lanjut, resistansi ini dikenal dengan resistansi
intrinsik. Ini berarti bahwa antibiotik tersebut
tidak dapat digunakan untuk mengobati infeksi
yang disebabkan oleh spesies bakteri itu,
seperti Pseudomonas aeruginosa yang resistan
terhadap sebagian besar antibiotik [-laktam.
Selain itu, bakteri patogen dapat memperoleh
gen dan mutasi yang memediasi resistansi
terhadap antibiotik, yang dikenal dengan
resistansi ekstrinsik.

DAFTAR PUSTAKA

1. Beth EK, Heather T, Jodie RP... et.al. 2017.
National antimicrobial resistance monitoring
system: two decades of advancing public
health through integrated surveillance
of antimicrobial resistance. Foodborne
Pathogens and Disease 20:20: 1-13.

2. Blane B, Harrison E, Coll F... et.al. 2020.
Online Course: Bacterial Genomes:
Antimicrobial Resistance Bacterial
Pathogens. Welcome Genome
Campus in association with Future
Learn. https.//coursesandconferences.
llcomegenomecampus.org/ (diunduh pada
tanggal 4 Mei 2020)

3. Boeckel TPV, Glennon E, Chen D... et.al.
2017. Reducing antimicrobial use in food
animals. Science 357(6358): 1350-1352.

4. Boeckel TPV, Pires J, Silvester R... et.al.

in

47

10.

11.

12.

2019. Global trends in antimicrobial
resistance in animals in low-and middle-
income countries. Science 365(6459): 1-5.
Brouwer MSM. Bossers A. Harders F...
et.al. 2014. Complete Genome sequences
of Incl1 plasmids carrying extended-
spectrum AmpC [(-lactamase genes.
Genome Announcements 2-4: 1-2.
Centresfor Disease Control and Prevention.
Antibiotic resistance threats in the United
States, 2013. Atlanta. http://www.cdc.gov/
drugresistance/pdf/ar-threats-2013-508.
pdf (diunduh pada tanggal 5 April 2020).
Chang WL, Yu Z, Zhuang ZK... etal.
2020. Vertical transmission of Salmonella
enteritidis with heterogeneous antimicrobial
resistance from breeding chickens to
commercial chickens in China. Veterinary
Microbiology 240: 1-6.

Coll F, Harrison EM, Toleman MS... et.al.
2017. Longitudinal genomic surveillance
of MRSA in the UK reveals transmission
patterns in hospitals and the community.
Science Translation Medicine. 25;9 (413).
Crump JA, Maria SK, Gordon MA... et.al.
2015. Epidemiology, clinical presentation,
laboratory diagnosis, antimicrobial
resistance, and antimicrobial management
of invasive Salmonella infections. Clinical
Microbiology Reviews 28(4):. 901-937.
Fernandes, Amador RF, Prudéncio PA...
et.al. 2013. B-lactams: chemical structure,
mode of action and mechanisms of
resistance. Reviewsin Medical Microbiology
24-1: 7-17.

Ferrari R, Magnani M, and Souza RB. 2010.
Mutant Prevention Concentration (MPC) of
ciprofloxacin against Salmonella enterica
of epidemic and poultry origin. Current
Microbiology 62:628-632.

Fischer EAJ, dierikx CM, Vessen-
Zanbergen A...et.al. 2019. Competition
between Escherichia coli populations

with and without plasmids carrying a
gene encoding extended-spectrum beta-
lactamase in the broiler chicken gut.



Buletin Pengujian Mutu Obat Hewan No. 29 Tahun 2020 - BBPMSOH

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

Applied and Environmental Microbiology
85:17: 1-12.

Frost |, Boeckel TPV, Pires J... et.al. 2019.
Global Georgraphic trends in antimicrobial
resistance: the role of international travel.
Journal of Travel Medicine: 1-13.
Garcia-Alvarez L, Holden MTG, Lindsay
H... et al. 2011. Meticillin-resistant
Staphylococcus aureus with a novel
mecA homologue in human and bovine
populations in the UK and Denmark: a
descriptive study. The Lancet Infectious
Diseases 11, 595-603.

Govendir M, Hansen T, Kimble B... et.al.
2009. Suspectibility of rapidly growing
mycobacteria isolated from cats and
dogs, to ciprofloxacin, enrofloxacin, and
moxifloxacin. Veterinary Microbiology 147:
113-118.

Hay Sl, Rao PC, Dolecek C... et.al. 2018.
Measuring and mapping the global burden
of antimicrobial resistance. BMC Medicine
16(78): 1-3.

Holmes AH, Moore LS, Sundsfjord A... et.al.
2016. Understanding the mechanisms and
drivers of antimicrobial resistance. Lancet.
9;387(10014):176-87

Hopkins AL, Paolini  GV.  2007.
Chemogenomics in drug discovery -—
the druggable genome and target class

properties. Comprehensive  Medicinal
Chemistry II: 4, 421-433.
International Working Group on the

Classification of Staphylococcal Cassette
Chromosome Elements (IWG-SCC). 2009
Classification of staphylococcal cassette
chromosome mec (SCCmec): guidelines
for reporting novel SCCmec elements.
Antimicrobial Agents and Chemotherapy.
53(12):4961-7.

Kirchner M. Wearing H, Teale C. 2011.
Plasmid-mediated quinolone resistance
gene detected in Escherichia coli from
cattle. Veterinary Microbiology 148: 434-
435.

48

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

Livermore DM, Hope R, Reynolds R...
et.al. 2013. Declining cephalosporin and
fluoroquinolone non-susceptibility among
bloodstream Enterobacteriaceae from the
UK: links to prescribing change?. Journal
Antimicrobial Chemotheraphy 68: 2667—
74.

Ludden C, Raven KE, Jamrozy D... et.al.
2019. One health genomic surveillance
of Escherichia coli demonstrates distinct
lineages and mobile genetic elements in
isolates from humans versus livestock.
mBio. Jan 22;10(1).

McMillan EA, Gupta SK , Williams LE...
etal. 2019. Antimicrobial resistance
genes, cassettes, and plasmids present
in Salmonella enterica associated with
united states food animals. Frontiers in
Microbiology 10-832: 1-18.

Patrick G. Guilfoile. 2007. Antibiotic-
Resistance Bacteria. Chelsea House
Publishers. pp. 50-57.

Phokarel S, Raut S, and Adhikari B. 2019.
Tackling antimicrobial resistance in low-
income and middle-income countries. BMJ
Global Health 4: 1-3.
RozwandowiczM,BrouwerMSM, FischerdJ...
et.al. 2018. Plasmids carrying antimicrobial
resistance genes in Enterobacteriaceae.
Journal of Antimicrobial Chemotherapy 73:
1121-1137.

Rozwandowicz M, Brouwer MSM,
Gras LM... etal 2019. Successful host
adaptation of IncK2 plasmids. Frontiers on
Microbiology 10: 1-9.

Sekyere JO, Asante J. 2018. Emerging
mechanisms of antimicrobial resistance in
bacteria and fungi: advances in the era of
genomics. Future Microbiology 1-22.
Sheppard AE, Stoesser N, Wilson DJ...
et.al. 2016. Nested Russian doll-like genetic
mobility drives rapid dissemination of the
carbapenem resistance gene bla KPC.
Antimicrobial Agents and Chemotherapy
60: 3767-3778.



30.

31.

32.

Buletin Pengujian Mutu Obat Hewan No. 29 Tahun 2020 - BBPMSOH

Shivaramu Keelara, Siddharta Thakur.
2014. Dissemination of plasmid-encoded
AmpC B-lactamases in antimicrobial
resistant Salmonella serotypes originating
from humans, pigs, and the swine
environment. Veterinary Microbiology 173:
76-83.

Stone RL, , Masi M, Phetsang W... et.al.
2019. Fluoroquinolone-derived fluorescent
probes for studies of bacterial penetration
and efflux. The Royal Society of Chemistry:
1-6.

Stone RL, Bbutler MS, Phetsang W... et.al.
2018. Fluorescent antibiotics: new research
tools to fight antibiotic resistance. Trends in
Biotechnology: 1-14.

49

33.

34.

35.

Wang J, Li X, Li J... et.al. 2017. Complete
genetic analysis of a Salmonella enterica
serovar Indiana isolate accompanying four
plasmids carrying mcr-1, ESBL and other
resistance genes in China. Veterinary
Microbiology 210: 142-146.

Wasyl D. Hoszowski A. and Zajac M.
2014. Prevalence and characterisation
of quinolone resistance mechanism in
Salmonella spp. Veterinary Microbiology
171: 307-314.

Yue L, Jiang HX, Liao XP... et.al. 2008.
Prevalence of plasmid-mediated quinolone
resistance gnr genes in poultry and swine
clinical isolates of Escherichia coli. 2008.
Veterinary Microbiology 132: 4141-420.



Buletin Pengujian Mutu Obat Hewan No. 29 Tahun 2020 - BBPMSOH

ESTIMASI KETIDAKPASTIAN PENGUKURAN UJI KADAR SIPROFLOKSASIN SEDIAAN
SERBUK DENGAN MENGGUNAKAN SPEKTROFOTOMETER UV-Vis
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Balai Besar Pengujian Mutu dan Sertifikasi Obat Hewan, Gunungsindur — Bogor, 16340
Email : lupi_ima@yahoo.co.id

ABSTRAK

Estimasi ketidakpastian merupakan salah satu persyaratan yang harus dipenuhi dalam ISO
17025:2017. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui estimasi ketidakpastian pengukuran kadar
obat hewan siprofloksasin sediaan serbuk dengan metode uji menggunakan spektrofotometer
UV-Vis. Faktor-faktor yang diperhitungkan dalam sebagai sumber ketidakpastian pengujian kadar
siprofloksasin antaralain (1) konsentrasi sampel siprofloksasin, (2) konsentrasi standar siprofloksasin,
(3) serapan sampel siprofloksasin, (4) serapan standar siprofloksasin, dan (5) linearitas pengukuran.
Berdasarkan hasil perhitungan berbagai alat dan faktor yang mempengaruhi pengujian kadar
siprofloksasin didapatkan estimasi ketidakpastian kadar siprofloksasin serbuk dengan menggunakan
spektrofotometer UV-Vis adalah 0.046%. Hal ini menunjukkan, rentang kisaran yang didalamnya
terletak nilai benar dari sifat yang diukur relatif kecil sehingga ada kedekatan antara nilai hasil uji
dengan nilai yang sebenarnya.

Kata kunci: ketidakpastian, siprofloksasin, kadar
ABSTRACT

Uncertainty estimation is one of the requirements that must be metin ISO 17025: 2017. This study aims
to determine the uncertainty of measuring the drug contents of ciprofloxacin in powder preparations
using a test method using a UV-Vis spectrophotometer. Factors taken into account as a source of
uncertainty in the testing of ciprofloxacin content include (1) concentration of ciprofloxacin samples,
(2) concentrations of ciprofloxacin standards, (3) absorption of ciprofloxacin samples, (4) absorption
of ciprofloxacin standards, and (5) measurement linearity. Based on the results of the calculation of
various equipments and factors that influence the testing of ciprofloxacin contents, it is estimated that
the uncertainty value of ciprofloxacin contents of the powder using a spectrophotometer UV-Vis is
0.046%. This shows, the range within which lies the true value of the measured content is relatively
small so that there is a closeness between the value of the test results with the actual value.

Keywords: uncertainty, ciprofloxacine, content
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PENDAHULUAN

Estimasi ketidakpastian merupakan salah
satu klausul dalam ISO/IEC:17025:2017 yang
harus dipenuhi oleh laboratorium penguji ©.
Balai Besar Pengujian Mutu dan Sertifikasi
Obat Hewan (BBPMSOH) merupakan
laboratorium pengujian yang telah terakreditasi
ISO/IEC:17025:2017. Salah satu ruang
lingkup yang telah mendapatkan akreditasi
adalah pengujian kadar siprofloksasin dengan
menggunakan spektrofotometer UV-Vis.
Sebagai laboratorium penguji, BBPMSOH
harus secara konsisten melaksanakan dan
memenuhi semua klausul yang dipersyaratkan
dalam ISO/IEC:17025:2017, dan salah satunya
adalah adanya estimasi nilai ketidakpastian
pengukuran dari suatu metode uji yang
digunakan.

Dalam ISO/IEC:17025:2017 dengan
jelas  menjabarkan  bahwa laboratorium
harus mengidentifikasi kontribusi terhadap
ketidakpastian pengukuran. Ketika melakukan
evaluasi ketidakpastian pengukuran, semua
kontribusi yang signifikan, termasuk yang
timbul dari pengambilan sampel, harus
diperhitungkan dengan menggunakan analisis
yang tepat (48, Lebih lanjut dalam klausul
7.6.3 ISO/IEC:17025:2017 disebutkan bahwa
laboratorium yang melakukan pengujian harus
mengevaluasi  ketidakpastian  pengukuran.
Bila metode uji tidak memungkinkan evaluasi
ketidakpastian pengukuran yang ketat, estimasi
harus dilakukan berdasarkan pemahaman
prinsip-prinsip teoritis atau pengalaman praktis
dari kinerja tersebut @,

Ketidakpastian adalah parameter yang
berhubungan dengan hasil suatu pengujian
dan/atau kalibrasi, yang memberikan gambaran
penyebaran dari nilai pengujian dan/atau
kalibrasi 7. Adapun menurut Kantasubrata
(2014), ketidakpastian pengukuran merupakan
parameter yang menetapkan rentang nilai yang
didalamnya diperkirakan nilai benar yang diukur
berada. Tujuan pengukuran adalah menentukan
nilai ukur, yaitu nilai suatu besaran tertentu
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yang diukur ®. Hasil pengukuran sebenarnya
merupakan nilai taksiran dari suatu nilai ukur
tertentu, dimana dalam proses taksiran tersebut
terdapat kesalahan baik yang  sistematis
maupun acak yang dapat mempengaruhi
taksiran nilai ukur yang diperoleh. Pengukuran
hasil uji akan lengkap bila juga dicantumkan
nilai estimasi ketidakpastian pengukuran.
Penulisan hasil uji yang disertai ketidakpastian
pengukuran, menunjukkan derajat dari ketelitian
pengujian 239,

Nilai ketidakpastian memungkinkan
pengguna data hasil uji untuk mengevaluasi
kehandalan data  serta mengevaluasi
kesesuaian dengan data hasil uji terhadap
tujuan penggunaannya. Laboratorium wajib
mencantumkan hasil estimasi ketidakpastian
pengukuran apabila diminta oleh pengguna
jasa laboratorium. Nilai ketidakpastian juga
menyatakan mutu hasil pengukuran atau
pengujian, semakin kecil nilai ketidakpastian
maka semakin baik hasil pengujian 9.

Salah satu pengujian yang telah
mendapatkan akreditasi ISO/IEC 17025:2017
di BBPMSOH adalah pengujian kadar
siprofloksasin sediaan serbuk. Oleh sebab
itu, perlu adanya perhitungan penentuan
estimasi ketidakpastian pada pengujian kadar
siprofloksasin sediaan serbuk dengan metode
yang menggunakan spektrofotometer UV-Vis.
Tujuan dari perhitungan estimasi ketidakpastian
ini adalah untuk mengetahui rentang nilai
didalam uji kadar siprofloksasin diperkirakan
dari nilai benar hasil uji kadar siprofloksasin
yang bermakna secara ilmiah.

MATERI DAN METODE

MATERI
Peralatan yang digunakan adalah
spektrofotometer UV-Vis  (Shimadzu UV

Probe 1800), kuvet, timbangan analitik yang
terkalibrasi (Shimadzu Libror, Japan), pipet ukur
1mL, 5mL, 9 mL, dan 10 mL yang terkalibrasi,
dan labu ukur 100 mL yang terkalibrasi. Bahan
yang digunakan adalah standar certified
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reference material siprofloksasin (Sigma, USA),
sampel obat hewan serbuk yang mengandung
siprofloksasin 10%, pelarut NaOH 0,1N, dan
Destilated Water (DW).

METODE

Metode uji menggunakan metode internal
BBPMSOH yang telah diakreditasi yaitu IKP-
FAR.719.

1. Preparasi Standar dan Sampel

Preparasi Standar

Standar siprofloksasin  (98%) ditimbang
10,20 mg dengan timbangan analitik elektronik,
kemudian dimasukkan ke dalam tabung reaksi,
dan dilarutkan dengan pelarut NaOH 0,1N
sebanyak 10 mL sehingga diperoleh konsentrasi
1000 pg/mL (Larutan Standar 1). Larutan
standar 1 diambil 1 mL dan diencerkan dengan
9 mL DW (Larutan Standar 2). Larutan standar 2
diambil 1 mL dan diencerkan dengan 9 mL DW
sehingga didapatkan Larutan standar 3. Larutan
standar 3 diambil 5 mL dan diencerkan dengan
5 mL DW sehingga didapatkan konsentrasi
akhir standar 5 pg/mL.

Preparasi Sampel

Sampel obat hewan siprofloksasin serbuk
ditimbang 1 g (setara dengan 100 mg
siprofloksasin) dengan timbangan elektronik
kemudian dimasukkan ke dalam labu ukur 100
mL yang terkalibrasi. Sampel siprofloksasin
dilarutkan dengan pelarut NaOH 0,1N hingga
batasteralabutakartersebut sehingga diperoleh
konsentrasi 1000 pg/mL (Larutan Sampel 1).
Larutan sampel 1 kemudian diambil 1 mL dan
diencerkan dengan DW 9 mL (larutan sampel 2).
Larutan sampel 2 diambil 1 mL dan diencerkan
dengan DW 9 mL (Larutan sampel 3). Larutan
sampel 3 diambil 5 mL dan diencerkan dalam
5 mL DW sehingga konsentrasi akhir larutan
sampel adalah 5 pug/mL.

2. Penentuan kadar siprofloksasin serbuk
dengan spektrofotometer UV-Vis
Penentuan kadar siprofloksasin dilakukan

dengan menggunakan alat spektrofotometer
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UV-Vis yang telah dikalibrasi. Cara perhitungan
adalah dengan membandingkan serapan
pengenceran terakhir sampel dan standar pada
konsentrasi sampel dan standar yang telah
diketahui pada panjang gelombang maksimum

(270 nm = 2 nm). Hasil kadar siprofloksasin
dihitung dengan menggunakan formulasi
rumus:

. . Abasspl Cstd
% Kadar siprofloksasin = apsetd X copt X 100%
(rumus 1)
Keterangan:

Abs spl = serapan sampel
Abs std = serapan standar
Cstd = konsentrasi standar yang diukur
Cspl = konsentrasi sampel yang diukur

3. Identifikasi Ketidakpastian

Identifikasi nilai ketidakpastian dilakukan
melalui beberapa tahapan. Tahapan tersebut
meliputi:

a. Model alur penguijian siprofloksasin
Proses penentuan estimasi nilai
ketidakpastian uji kadar siprofloksasin
diawali dengan pembuatan model alur

pengujian. Adapun model pengujian
siprofloksasin  terdapat  sebagaimana
Gambar 1.

b. Diagram cause effect/fish bone
Dalam membuat diagram cause effect/
fish bone harus dilakukan identifikasi
ketidakpastian
proses uji kadar siprofloksasin berdasarkan

sumber-sumber selama

metode dan rumus yang digunakan untuk

menguji kadar siprofloksasin. Sumber-
sumber tersebut antara lain preparasi
sampel, kalibrasi  alat, kemurnian

standar yang digunakan, dan absorbansi
standar maupun sampel. Sumber-
sumber ketidakpastian dari pengujian
siprofloksasin dapat kemudian dijabarkan

dalam diagram cause effect/fish bone.
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Timbang standar
siprofloksasin setara 10 mg siprofloksasin

Timbang sampel siprofloksasin
1 gram (100mg/g)

Dilarutkan dalam NaOH 0,1 N 10 mL

Dilarutkan dalam 100 mL NaOH 0.1 N di
labu takar 100mL

Diencerkan bertingkat dengan DW sehingga
konsentrasi akhir 5 pg/mL

Diencerkan bertingkat dengan DW
sehingga konsentrasi akhir 5 ug/mL

\ 4

Serapan diukur pada A maksimum
Kadar siprofloksasin dihitung dengan menggunakan rumus 1 [«

Gambar 1 Model Alur Pengujian Siprofloksasin dengan Spektrofotometer UV-Vis

C.

Estimasi tiap komponen ketidakpastian
perhitungan
Dalam  melakukan estimasi tiap

ketidakpastian perhitungan, laboratorium
harus mampu melakukan kategori tipe
tiap komponen ketidakpastian yang
mempengaruhi hasil uji. Secara garis
besar kategori kompenen ketidakpastian
dibedakan menjadi dua tipe, yaitu tipe A
dan tipe B @39,

Evaluasi ketidakpastian  tipe A
menggunakan perhitungan statistik @.
Evaluasi tipe ini pengulangan pengukuran
dilakukan, maka nila rerata, simpangan
baku eksperimen dari rerata dapat dihitung
®. Dalam pengujian kadar siprofloksasin
serbuk  yang termasuk  komponen
ketidakpastian tipe A antara lain presisi
pengukuran nilai serapan standar, nilai
serapan sampel, presisi penimbangan
standar, presisi penimbangan sampel,
dan linearitas. Ketidakpastian tipe A
(u) dari besaran yang ditentukan dari n
pengamatan berulang yang saling bebas,
sehingga didapatkan nilai rata-rata dan
standar deviasi ?*®. Adapun perhitungan
ketidakpastian tipe A menggunakan rumus
sebagai berikut:

u =~ (rumus 2)

n
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Keterangan: u = ketidakpastian

s = standar deviasi

n = jumlah pengulangan

Evaluasi ketidakpastian tipe B meng

gunakan informasi-informasi lain yang valid
@, Misalnya sertifikat standar, sertifikat
kalibrasi, spesifikasi peralatan, data validasi
metode @ Cara perhitungan evaluasi tipe
B ketidakpastian diberikan dalam batas
tertentu (a). Sebagai contoh, jika informasi
yang didapatkan berasal dari hasil laporan
sertifikat kalibrasi, maka ketidakpastian
diperluas dibagi dengan faktor cakupan
dalam sertifikat tersebut. Faktor cakupan
2 dapat digunakan jika ketidakpastian
diperluas mempunya tingkat kepercayaan
95%, sehingga rumus nilai ketidakpastian
baku adalah sebagai berikut:

u = (rumus 3)

Apabila ketidakpastiantipe B merupakan
distributor triangular, maka nilai a dibagi
dibagi dengan V3. Distributor triangular
digunakan bila batas dapat ditentukan.
Namun nilai besaran ukur tampak berada
di semua tempat dalam rentang tersebut ©.
Rumus perhitungannya sebagai berikut:

u = % (rumus 4)
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d. Menghitung ketidakpastian gabungan dan
ketidakpastian diperluas
Langkah selanjutnya dalam perhitungan
estimasi ketidakpastian pengukuran adalah
menggabungkan komponen ketidakpastian
baku untuk menghasilkan ketidakpastian
baku gabungan. Penggabungan ini
disesuaikan dengan persamaan atau rumus
yang digunakan dalam perhitungan hasil
pengujian, maka persamaan umum untuk
menggabungkan nilai ketidakpastian baku
dari komponen-komponennya menjadi
ketidakpastian gabungan (up Gabungan)
sebagai berikut:

M Gabungan = \/(,ua/a)z + (up/b)* + (u /)’ + ...

Guna mendapatkan probabilitas yang
memadai bahwa nilai hasil pengujian
berada dalam rentang yang diberikan oleh
ketidakpastian, maka ketidakpastian baku
gabungan dikalikan dengan faktor cakupan
(coverage factor). Berdasarkan distribusi
Gaussian menunjukkan bahwa faktor
cakupan (k) = 2 memberikan ketidakpastian
diperluas dengan tingkat kepercayaan
sekitar 95% (:2:3),

1ml 1ml 5 ml

10 ml

HASIL DAN PEMBAHASAN

Estimasi nilai ketidakpastian dalam uji kadar
siprofloksasin dipengaruhi oleh berbagai faktor.
Faktor-faktortersebutantaralainserapanstandar
siprofloksasin, serapan sampel siprofloksasin,
konsentrasi standar siprofloksasin, konsentrasi
sampel siprofloksasin, dan linearitas. Faktor-
faktor tersebut kemudian dilihat kembali dalam
rumus perhitungan kadar siprofloksasin (rumus
1). Komponen-komponen yang terlibat dalam
rumus tersebut diidentifikasi dan dijabarkan
dalam diagram cause effect/fish bone Gambar
2 sebagai berikut:

Setiap faktor yang berpengaruh pada
ketidakpastian akan memberikan kontribusi
kesalahan terhadap hasil akhir. Adapun rincian
estimasi nilai ketidakpastian dari tiap faktor
dalam penentuan kadar siprofloksasin sebagai
berikut:

1. Serapan standar siprofloksasin

Dalam menentukan ketidakpastian serapan
standar siprofloksasin dilakukan percobaan
kecil dengan melakukan pengulangan atau
presisi pengukuran serapan standar sebanyak
6 kali dengan hasil terdapat dalam Tabel 1.

Abs std

100 ml

Abs spl

> % Kadar

inearitas

Gambar 2 Diagram cause effect/fish bone uji kadar siprofloksasin serbuk
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Tabel 1 Ketidakpastian pengukuran faktor serapan standar siprofloksasin (apssed)

Pengulangan ke: Amaksimal Serapan
1 271,80 0,544
2 271,70 0,544
3 271,90 0,544
4 272,10 0,543
5 271,90 0,543
6 271,90 0,543
Rata-Rata 0,544
SD (standar deviasi) 0,0006
Habszsed 0,0006

Serapan sampel

Penentuan ketidakpastian serapan
sampel dilakukan dengan cara melakukan
percobaan kecil dengan melakukan
pengulangan atau presisi pengukuran
serapan sampel sebanyak 6 kali dengan
hasil terdapat dalam Tabel 2.
Konsentrasi standar siprofloksasin

Penentuan ketidakpastian faktor
konsentrasi standar berasal dari beberapa
komponenyaitu: (a) estimasi ketidakpastian
asal volume pipet 10 mL, (b) estimasi
ketidakpastian asal penimbangan standar,
dan (c) estimasi ketidakpastian asal faktor
pengenceran. Dari hasil perhitungan tiap
komponen faktor didapatkan estimasi
ketidakpastian untuk konsentrasi standar
adalah 0,07105. Perhitungan estimasi
ketidakpastian tiap komponen faktor yang
berpengaruh dalam konsentrasi standar
tersaji dalam Tabel 3 sebagai berikut:
Konsentrasi sampel siprofloksasin

Penentuan ketidakpastian konsentrasi
sampel siprofloksasin  berasal dari
beberapa komponen vyaitu: (a) estimasi
ketidakpastian asal volume labu takar
100 mL, (b) estimasi ketidakpastian asal
penimbangan sampel, dan (c) estimasi
ketidakpastian asal faktor pengenceran.
Dari hasil perhitungan tiap komponen
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faktor didapatkan estimasi ketidakpastian
untuk konsentrasi sampel adalah 0,06851.
Perhitungan estimasi ketidakpastian tiap
faktor komponen yang berpengaruh dalam
konsentrasi sampel tersaji dalam Tabel 4.
5. Linearitas
Guna menentukan ketidakpastian baku
lineritas dilakukan percobaan kecil dengan
membandingkan konsentrasi standar yang
diketahui dengan konsentrasi standar yang
terbaca oleh spektrofotometer UV-Vis.
Perbedaan dari konsentrasi standar yang
diketahui dengan konsentrasi hasil analisis
spektrofotometer kemudian cari nilai
deviasi maksimum dari selisih perbedaan
konsentrasi tersebut. Hasil dari percobaan
faktor linearitas terdapat dalam Tabel 5.
Estimasi nilai ketidakpastian penentuan
kadar siprofloksasin kemudian dihitung dengan
caramenggabungkan faktor-faktor yang menjadi
sumber ketidakpastian dalam pengujian sampel
obat hewan (p(x)/x). Data pengujian sampel obat
hewan siprofloksasin didapatkan serapan untuk
standar dengan konsentrasi 5 pg/mL adalah
0,527 dan serapan untuk sampel dengan
konsentrasi 5 yg/mL adalan 0,529. Perhitungan
p(x)/x terdapat dalam Tabel 6.
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Tabel 2 Ketidakpastian pengukuran faktor serapan sampel siprofloksasin (,u,q;m,,;}

Pengulangan ke: Amaksimal Serapan

1 272,00 0,541

2 272,10 0,545

3 272,00 0,545

4 272,00 0,541

5 272,00 0,547

6 271,90 0,545
Rata-Rata 0,544
SD (standar deviasi) 0,0025
Habsspl 0,0025

Tabel 3 Ketidakpastian pengukuran faktor konsentrasi standar siprofloksasin (uCstd,/Cstd)

Sumber Ketidakpastian Nilai Ketidakpastian ()

Estimasi ketidakpastian asal volume pipet ukur 10mL

e Asal kalibrasi 0,017321

e Asal presisi 0,0138

o Asal temperatur (efek muai) 0,0048
Ketidakpastian baku gabungan asal volume pipet ukur 10 mL 0,002266
Estimasi ketidakpastian asal penimbangan standar

e Kemurnian standar 0,0052

e Kalibrasi neraca 0,1276

e Presisi neraca 0,000194
Ketidakpastian baku gabungan asal penimbangan standar 0,018722
Estimasi ketidakpastian asal faktor pengenceran

e Ketidakpastian asal volume pipet ukur 1 mL 0,004455

e Ketidakpastian asal volume pipet ukur 9 mL 0,01689

e Ketidakpastian asal volume pipet ukur 5 mL 0,01455
Ketidakpastian baku gabungan asal faktor pengenceran 0,0685
Ketidakpastian total dari konsentrasi standar (uCstd/Cstd) 0,07105

Tabel 4 Ketidakpastian pengukuran faktor konsentrasi sampel siprofloksasin

Sumber Ketidakpastian Nilai Ketidakpastian (u)

a. Estimasi ketidakpastian asal volume labu ukur 100 mL

«  Asal kalibrasi 0,0577

e Asal presisi 0,020084

+  Asal temperatur (efek muai) 0,048496
Ketidakpastian baku gabungan asal volume ukur takar 100 mL 0,000780
b. Estimasi ketidakpastian asal penimbangan sampel

« Kalibrasi neraca 0,00051

+ Presisi neraca 0,000753
Ketidakpastian baku gabungan asal penimbangan standar 0,001043
c. Estimasi ketidakpastian asal faktor pengenceran

- Ketidakpastian asal volume pipet ukur 1 mL 0,004455

+  Ketidakpastian asal volume pipet ukur 9 mL 0,01689

- Ketidakpastian asal volume pipet ukur 5 mL 0,01455
Ketidakpastian baku gabungan asal faktor pengenceran 0,0685
Ketidakpastian total dari konsentrasi sampel (#Cspl/Cspl) 0,06851
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Tabel 5 Ketidakpastian asal linearitas

Sampel Konsentrasi sampel  Konsentrasi terbaca AC
Standar siprofloksasin 1 1,25 1,27 0,02
Standar siprofloksasin 2 2,5 2,49 0,01
Standar siprofloksasin 3 5 4,98 0,02
Standar siprofloksasin 4 10 10,01 0,01
Standar siprofloksasin 5 20 19,19 0,01

Ketidakpastian asal linearitas (M}inearitas) = 0,02/\3 = 0,012

Tabel 6 Data ketidakpastian faktor ketidakpastian uji kadar siprofloksasin terhadap hasil uji kadar

sampel siprofloksasin (p,/x)

Asal Hix) satuan  Nilai X  Satuan plx)/x
Serapan standar 0,0006 Abs 0,527 Abs 0,000114
Serapan sampel 0,0025 Abs 0,529 Abs 0,000473
Konsentrasi standar 0,07105 ppm 5 Ppm  0,014210
Konsentrasi sampel 0,06851 ppm 5 Ppm  0,013702
Linearitas 0,014 ppm - Ppm 0,012

Selanjutnya dilakukan penggabungan estimasi
ketidakpastian faktor-faktoryangmempengaruhi
ketidakpastian kadar siprofloksasin dengan
rumus menggunakan rumus 4, sebagai berikut:
Hasil tersebut kemudian dikalikan faktor (k)
kecukupan 2 (tingkat kepercayaan 95%) untuk
mendapatkan kemungkinan bahwa hasil yang
didapat dalam penentuan kadar siprofloksasin
dengan menggunakan spektrofotometer
berada dalam rentang yang diberikan oleh
ketidakpastian. Didapatkan ketidakpastian
pengukuran diperluas adalah sebagai berikut:
Mg kadar = 2X0,023
Mot kadar = 0,046%
(dilakukan pembulatan dengan 2 digit penting
dibelakang koma)
Adapun cara penulisan estimasi
ketidakpastian adalah sebagai berikut, jika

obat hewan serbuk diperoleh 100,38%, maka
ketidakpastian menjadi: (0,046% x 100,38%)
/100% = 0,05%. Nilai 0,05% merupakan rentang
nilai yang dinyatakan perkiraan nilai pengujian
berada, sehingga kadar siprofloksasin dalam
sampel obat hewan nilainya terletak diantara
(100,38 + 0,05)%.

Ketidakpastian dipengaruhi oleh banyak

faktor, diantaranya tatacara sampling dan
preparasi  sampel, kalibrasi  peralatan,
instrumen, kesalahan random, kesalahan

sistemik serta kecakapan personil analisis. Dari
hasil perhitungan estimasi nilai ketidakpastian
kadar siprofloksasin diperoleh nilai yang relatif
kecil. Hal ini menunjukkan, rentang kisaran
yang didalamnya terletak nilai benar dari
sifat yang diukur relatif kecil sehingga ada
kedekatan antara nilai hasil uji dengan nilai
yang sebenarnya.

hasil uji kadar siprofloksasin dalam sampel
et kad R T
i ﬂrf{% kadar ~ «,-I'f* =
et kad _
: ﬂrf{% kadar = 0.023%

d HMabam! i +LL
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KESIMPULAN

Estimasi ketidakpastian untuk uji kadar
siprofloksasin dengan menggunakan metode
IKP FAR.719 dengan spektrofotometer UV-Vis
diperoleh relatif kecil yaitu sebesar 0,046%.
Pengujian metode ini menunjukkan kedekatan
terhadap nilai benar dari sifat yang diukur.
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ABSTRAK

Penyakit Avian influenza (Al) adalah penyakit penting pada unggas, karena bersifat zoonotik dan
menyebabkan kerugian ekonomi dengan tingkat morbiditas dan mortalitas penyakit sangat tinggi
(90-100%). Salah satu program pengendalian dan pemberantasan penyakit Al adalah dengan
vaksinasi. Pengkajian ini dilakukan untuk memperoleh informasi gambaran status kekebalan
pascavaksinasi Al pada ayam petelur di 8 (delapan) provinsi di Indonesia yang meliputi Sumatera
Barat, Sumatera Selatan, Jawa Barat, Jawa Tengah, Daerah Istimewa Yogyakarta, Jawa Timur,
Bali dan Kalimantan Selatan. Sampel yang diperoleh adalah serum ayam petelur pascavaksinasi
Al sebanyak 800 sampel. Terhadap sampel serum ayam petelur pascavaksinasi Al dilakukan uiji
hambatan hemaglutinasi ©® untuk mengetahui titer antibodi serum terhadap virus Al subtipe H5N1 dan
subtipe HIN2. Apabila lebih dari 70% sampel serum yang berasal dari lokasi pengambilan sampel
yang sama menunjukkan titer lebih besar dari 16 (>16) terhadap virus Al subtipe H5N1, berarti vaksin
Al yang diaplikasikan protektif terhadap virus Al, khususnya subtipe H5N1®@. Sedangkan pengujian
sampel serum secara serologis terhadap virus Al subtipe HIN2 menunjukkan hasil positif apabila
titer antibodi terhadap virus Al subtipe HON2 lebih besar dari atau sama dengan 128 (=128) “) Hasil
protektif terhadap virus Al subtipe H5N1 ditunjukkan oleh sampel ayam petelur pascavaksinasi Al
yang berasal dari 6 Provinsi yaitu: Sumatera Barat, Jawa Barat, Daerah Istimewa Yogyakarta, Jawa
Timur, Bali dan Kalimantan Selatan. Sedangkan sampel serum yang menunjukkan positif terhadap
virus Al subtipe HIN2 berasal dari 7 provinsi yaitu: Sumatera Barat, Sumatera Selatan, Jawa Barat,
Jawa Tengah, Daerah Istimewa Yogyakarta, Jawa Timur dan Bali. Dengan memperhatikan bahwa
pada saat kegiatan pengkajian ini dilaksanakan belum ada vaksin Al subtipe HIN2 yang telah
diregistrasi, maka adanya serum positif virus Al subtipe HIN2 mengindikasikan terjadinya infeksi
lapang ataupenggunaan vaksin Al subtipe H5N1 yang juga mengandung subtipe HON2.

Kata kunci: Avian influenza, vaksin, serologis, hambatan hemaglutinasi
ABSTRACT

Avian influenza (Al) disease is an important disease in poultry, because it is zoonotic and causes
economic losses with very high morbidity and mortality rates (90-100%). One of the Al disease
control and eradication programs is vaccination. This study was carried out to obtain information on
the description of the post-vaccination status of Al in laying hens in 8 (eight) provinces in Indonesia,
including West Sumatra, South Sumatra, West Java, Central Java, Yogyakarta, East Java, Bali and
South Kalimantan. The samples obtained were 800 samples of post-vaccination serum for laying
hens. A hemagglutination inhibition test was carried out on serum samples of post-vaccination Al
laying hens (6) to determine serum antibody titer against Al virus subtype H5N1 and subtype HIN2.
If more than 70% of the serum samples originating from the same sampling location showed titer
greater than 16 (> 16) against the Al virus subtype H5N1, it means that the Al vaccine applied
was protective against the Al virus, especially subtype H5N1 (2). While serological testing of serum
samples against Al virus subtype HIN2 showed positive results if the antibody titer against Al virus
subtype HIN2 was greater than or equal to 128 (2128) (4,6). The protective results against Al virus
subtype H5N1 were shown by samples of post-vaccinated Al laying hens from 6 provinces, namely:
West Sumatra, West Java, Yogyakarta, East Java, Bali and South Kalimantan. Meanwhile, serum
samples that showed positive for the Al virus subtype HIN2 came from 7 provinces: West Sumatra,
South Sumatra, West Java, Central Java, Yogyakarta, East Java and Bali. Considering that at the
time of this study activity there was no registered Al vaccine for subtype HIN2, so the presence of a
positive serum for Al virus subtype HINZ indicates a field infection or the use of Al vaccine subtype
H5N1 which also contains subtype HIN2.

Keywords: Avian influenza, vaccine, serology, hemagglutination inhibition
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PENDAHULUAN

Penyakit Avian influenza (Al) adalah
penyakit penting pada unggas, karena bersifat
zoonotik dan menyebabkan kerugian ekonomi
dengan tingkat morbiditas dan mortalitas
penyakit sangat tinggi (90-100%). Penyakit ini
disebabkan oleh virus Al subtipe H5N1 yang
mempunyai patogenesitas tinggi ¢

Kebijakan Pemerintah dalam pengendalian
dan penanggulangan penyakit Al di Indonesia
adalah melalui program vaksinasi. Program
vaksinasi dilakukan untuk mengurangi jumlah
hewan vyang peka terhadap infeksi dan
mengurangi shedding virus atau virus yang
dikeluarkan dari hewan tertular sehingga
mengurangi kontaminasi lingkungan (memutus
mata rantai penyebaran virus Al). Vaksin Al
yang beredar di Indonesia adalah vaksin Al
yang menggunakan seed lokal dan diproduksi
di dalam negeri. Saat ini vaksin Al yang beredar
di Indonesia adalah vaksin Al subtipe H5N1 dan
subtipe HON2. Penggunaaan dan kebutuhan
vaksin Al di Indonesia cukup besar, sementara
kasus Al di Indonesia masih terjadi.

Pada akhir tahun 2016 dilaporkan
terjadinya kasus penurunan produksi telur pada
peternakan ayam petelur (layer) di beberapa
provinsi di Indonesia dan ditengarai kasus
tersebut disebabkan oleh virus Al subtipe HON2.
Kondisi ini menyebabkan beberapa pelaku
usaha peternakan ayam melakukan vaksinasi
Al dengan vaksin Al bivalen, yaitu kombinasi
antara Al subtipe H5N1 dan HONZ2.

Tujuan pengkajian adalah untuk melihat
gambaran status kekebalan paska vaksinasi Al
pada ayam layer dilapangan.

MATERI DAN METODE
Materi

1. Materi Sampling

Bahan dan alat yang dibawa untuk sampling
pengkajian adalah: ice box (kotak pendingin),
ice packs, termometer, spuit 3 mL, kapas
alkohol, tabung 1.8 mL, kotak wadah serum,
APD (alat pelindung diri), marker, label dan
parafilm.
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2. Materi Pengujian
Uji Hambatan Aglutinasi (OIE 2015)

Bahan dan alat uji hambatan aglutinasi
yaitu virus (antigen Al subtipe H5N1 dan HON2
produksi Pusvetma, serum positif Al, serum
negatifAl, 800 sampel serum dari hasil sampling,
Phospat Buffer Saline/PBS (Gibco), Red Blood
Cell (RBC)1 %, larutan Alsever, alkohol 70 %,
iodin, microplate 96 well V-bottom (Nunc), multi
channel 10-100 ul, single channel 25-100 pl,
tips 10-100 pl, pipet aids, pipet measure 1 mL,
2 mL, 5 mL, 10 mL, 20 mL, Biosafety Cabinet
(BSC) tipe 2a, shaker, chamber, masker, sarung
tangan, baker plastic volume 2L (autoclavable).

Metode
1. Metode Sampling

Sampel serum ayam layer pascavaksinasiAl
diambil dari 8 Provinsi di Indonesia yang dipilih
berdasarkan pertimbangan anggaran Tugas
Pembantuan (TP) pengendalian Al ©®, yaitu
Sumatera Barat, Jawa Barat, Jawa Tengah,
Daerah Istimewa Yogyakarta, Jawa Timur,
Kalimantan Selatan, Sumatera Selatan dan
Bali. Dari setiap provinsi dipilih dua Kabupaten/
Kota yang disesuaikan dengan arahan Dinas
Peternakan setempat. Setiap Kabupaten/
Kota diambil sampel darah ayam layer pasca
vaksinasi Al sebanyak lima puluh (50). Sampel
darah diambil melalui vena brachialis dengan
menggunakan spuit 3 mL, selanjutnya disimpan
pada suhu ruang (27-32°C) sampai serumnya
keluar. Serum dimasukkan ke dalam tabung 1.8
mL dan disimpan dalam kotak pendingin dengan
suhu 2-8°C, untuk selanjutnya diukur titer
antibodinya terhadap virus Al di Laboratorium
Unit Uji Virologi BBPMSOH.

2. Metode Pengujian
a. Uji Hambatan Hemaglutinasi (OIE 2015)
- Uji Hemaglutinasi (HA)

Masukkan 0,025 mL PBS, pH 7.0-7.4
ke dalam masing-masing Ilubang pada
microplate. Masukkan 0,025 mL virus Al ke
dalam lubang pertama microplate. Kemudian
buat pengenceran dua kali 0,025 mL antigen.
Masukkan 0,025 mL PBS pada semua lubang
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microplate. Masukkan 0,025 mL RBC 1% ke
semua lubang microplate. Homogenkan dengan
shaker secara perlahan dan inkubasikan
selama 40 menit pada suhu ruang (25-27°C).
Hasil dibaca dengan memiringkan microplate
agar terlihat ada tidaknya aliran RBC.
- Uji Back Titrasi

Masukkan 0,025 mL PBS, pH 7.0- 7.4 ke
dalam masing-masing lubang pada microplate.
Masukkan 0,025 mL virus Al 4 HAU ke dalam
lubang pertama microplate. Kemudian buat
pengenceran dua kali 0,025 mL antigen.
Masukkan 0,025 mL PBS pada semua lubang
microplate. Masukkan 0,025 mL RBC 1%
ke semua lubang microplate. Selanjutnya
dihomogenkan dengan shaker secara perlahan
dan inkubasikan selama 40 menit pada
suhu ruang (25-27°C). Hasil dibaca dengan
memiringkan microplate agar terlihat ada
tidaknya aliran RBC.
- Uji Hambatan Hemaglutinasi (Hl)

Masukkan 0,025 mL PBS, pH 7.0-7.4
ke dalam masing-masing lubang pada
microplate. Masukkan 0,025 ml serum ke
dalam lubang pertama microplate. Kemudian
dibuat pengenceran dua kali 0,025 mL serum.
Masukkan 0,025 mL antigen 4 HAU pada
semua lubang microplate dan inkubasi selama
30 menit pada suhu ruang (25-27°C). Masukkan
0,025 mL RBC 1% ke semua lubang microplate.
Selanjutnya dihomogenkan dengan shaker
secara perlahan dan inkubasikan selama 40
menit pada suhu ruang (25-27°C). Hasil dibaca
dengan memiringkan microplateagar terlihat
ada tidaknya aliran RBC. Interpretasi hasil
berdasarkan Peraturan Menteri Pertanian
Nomor 28/Permentan/OT.140/5/2008  suatu
flok peternakan dinyatakan protektif apabila
lebih dari 70% sampel memiliki titer protektif
lebih dari 16 (>16).

HASIL DAN PEMBAHASAN
Hasil
Sampel serum ayam petelur pascavaksinasi
Al telah didapat dari 8 provinsi, masing-masing
berjumlah 100 sampel perprovinsi, sehingga
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total sampel yang terkoleksi sebanyak 800
sampel. Terhadap sampel serum darah tersebut
dilakukan uji hambatan hemaglutinasi® untuk
mengetahui titer antibodi serum terhadap
virus Al subtipe H5N1 dan subtipe HIN2.
Apabila lebih dari 70% sampel serum dari flok
menunjukkan titer lebih besar dari 16 (=16)
terhadap virus Alsubtipe H5N1, berarti vaksin
Al yang diaplikasikan protektif terhadap virus
Al, khususnya subtipe H5N1 @. Sampel serum
dinyatakan positif antibodi terhadap virus Al
subtipe H5N1 bila memiliki titer sebesar 16, dan
dinyatakan negatif bila titer kurang dari 16.

Pengujian sampel serum secara serologis
terhadap virus Al subtipe H9N2 dinyatakan
positif apabila titer antibodi terhadap virus
Al subtipe HON2 lebih besar dari 128 (=128)
©1), Pengujian terhadap ada tidaknya titer
antibodi terhadap antigen virus Al subtipe
HON2 dilakukan karena pada saat kegiatan
pengkajian ini dilaksanakan vaksin Al yang
telah diregistrasi masih terbatas pada vaksin
tunggal Al subtipe H5N1.

Hasil uji serologis terhadap 800 sampel serum
pascavaksinasi Al sebagaimana disajikan pada
Tabel 1.

Pada Tabel 1 dapat dilihat keragaan
protektivitas vaksin Al berdasarkan pengujian
titer antibodi virus Al Subtipe H5N1 dan H9N2
dalam serum paskavaksinasi Al di 8 Provinsi di
Indonesia Tahun 2019 sebagai berikut:

2.1 Secara keseluruhan, vaksinasi Al belum
memenuhi kriteria protektif karena sampel
serum yang menunjukkan titer antibodi virus Al
H5N1 di atas 16 berjumlah 508 sampel (63.5%),
atau kurang dari 70%.

2.2 Secara spesifik per lokasi pengambilan
sampel menunjukkan bahwa di beberapa
kabupaten/kota pelaksanaan vaksinasi Al
memenuhi kriteria protektif terhadap virus Al
H5N1 karena lebih dari 70% (>70%) memiliki
titer antibodi virus Al H5N1 di atas 16. Vaksinasi
Al yang berhasil menimbulkan proteksi terhadap
virus Al H5N1 yaitu yang dilaksanakan di 8
kabupaten/kota di 5 provinsi, meliputi:

a. Sumatera Barat : Kabupaten Payakumbuh
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b. Jawa Barat
c. DI Yogyakarta

e. Bali

f. Kalimantan Selatan

dan Kabupaten Lima

Puluh Kota

: Kabupaten Kuningan.
: Kabupaten Sleman.

: Kabupaten Tabanan dan

Kabupaten Badung.
: Kabupaten Banjar
Baru dan Kota Banjar.

2.3 Hasil serologis dari serum ayam petelur
pascavaksinasi yang menunjukkan bahwa
flok peternakannya positif terhadap virus Al
subtipe HON2 (memiliki titer antibodi virus
Al HONZ2 di atas 128) adalah:

a. Sumatera Barat :

b. Sumatera Selatan:

c. Jawa Barat:
d. Jawa Tengah
e. DI Yogyakarta

f. Jawa Timur

e. Bali

Kabupaten Payakumbuh
dan Kabupaten Lima
Puluh Kota.

Kabupaten Banyuasin
dan Kota Palembang.
Kabupaten Kuningan.
Kabupaten Demak.
Kabupaten Bantul dan
Kabupaten Sleman
Kabupaten Blitar
Kabupaten Kediri.
Kabupaten Badung dan
Kabupaten Tabanan.

dan

Tabel 1. Hasil Uji Titer Antibodi Virus Avian Influenza Subtipe H5N1 dan H9N2 Serum
Paskavaksinasi Al di 8 Provinsi di Indonesia Tahun 2019
L. Titer Antibodi Al H5N1 Titer Antibodi Al HON2
No Provinsi
>16 | 16 | <16 2128 | <128
1 Sumatera Barat
Payakumbuh 50 (100%) | 0 (0%) 0 (0%) 44 (88%) 6 (12%)
Lima Puluh Kota 48 (96%) 0 (0%) 2 (4%) 18 (36%) 32 (64%)
2 Sumatera Selatan
Banyuasin 20 (40%) | 12 (24%) | 18 (36%) | 36 (72%) 14 (28%)
Kota Palembang 29 (58%) | 12 (24%) | 9 (18%) 18 (36%) 32 (64%)
3 Jawa Barat
Kuningan 49 (98%) 1(2%) 0 (0%) 27 (54%) 23 (46%)
Cirebon 2 (4%) 39 (78%) | 9 (18%) 0 (0%) 50 (100%)
4 Jawa Tengah
Demak 1 24 (48%) | 14 (28%) | 12 (24%) | 13 (26%) 37 (74%)
Demak 2 21 (42%) | 23 (26%) | 6 (12%) 39 (78%) 11 (22%)
5 Daerah Istimewa Yogyakarta
Bantul 8 (16%) | 20 (40%) | 22 (44%) | 30 (60%) 20 (40%)
Sleman 38 (76%) 4 (8%) 8 (16%) 33 (66%) 17 (34%)
6 Jawa Timur
Blitar 35(70%) | 7 (14%) 8 (16%) 42 (84%) 8 (16%)
Kediri 1(2%) 2 (4%) 47 (94%) | 29 (58%) 21 (42%)
7 Bali
Tabanan 46 (92%) 4 (8%) 0 (0%) 16 (32%) 34 (68%)
Badung 47 (94%) 3 (6%) 0 (0%) 2 (4%) 48 (96%)
8 Kalimantan Selatan
Banjar Baru 41 (82%) | 7 (14%) 2 (4%) 0 (0%) 50 (100%)
Banjar 49 (98%) 1(2%) 0 (0%) 0 (0%) 50 (100%)
Total 508 149 143 347 453
(63.5 %) | (18.62 %) | (17.88 %) | (43.37 %) | (56.63 %)
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PEMBAHASAN

Serum pascavaksinasi Al H5N1 berasal dari
ayam petelur dengan umur yang bervariasi
antara 7-72 minggu berhasil dikoleksi sebanyak
800 sampel. Sampel serum tersebut kemudian
diuji dengan uji hambatan aglutinasi untuk
mengukur titer antibodi yang timbul terhadap
virus Al. Virus yang digunakan adalah Al subtipe
H5N1 dan Al subtipe HON2.

Hasil titer antibodi terhadap Al subtipe H5N1
positif jika mempunyai titer minimal 16 ), dan
vaksinasi Al dinyatakan protektif terhadap flok
bila lebih dari 70% mempunyai titer lebih besar
dari 16 @.

Hasil titer antibodi terhadap Al subtipe HON2
positif jlka mempunyai titer lebih besar atau
sama dengan 128 (=128) 48
Tabel 3menunjukkanbahwa secarakeseluruhan
508 sampel (63.5%) dari 800 sampel serum
ayam petelur yang diuji memiliki titer antibodi
virus Al H5N1 di atas 16. Hasil ini menunjukkan
bahwa vaksinasi Al yang diterapkan belum
mampu menimbulkan proteksi. Secara spesifik
per lokasi pengambilan sampel menunjukkan
bahwa di beberapa kabupaten / kota
pelaksanaan vaksinasi Al memenuhi Kkriteria
protektif terhadap virus Al H5N1 karena lebih
dari 70% (>70%) memiliki titer antibodi virus
Al H5N1 di atas 16. Vaksinasi Al yang berhasil
menimbulkan proteksi terhadap virus Al H5N1
yaitu yang dilaksanakan di 8 kabupaten/kota di
5 provinsi, meliputi:

Sumatera Barat . KabupatenPayakumbuh
dan Kabupaten Lima
Puluh Kota

Jawa Barat : Kabupaten Kuningan.

DI Yogyakarta : Kabupaten Sleman.

Bali . Kabupaten Tabanan dan

Kabupaten Badung.
Kabupaten Banjar Baru
dan Kota Banjar.
Keberhasilan program vaksinasi dapat
dilihat dari nilai protektif terhadap virus Al
subtipe H5N1 yang didapat. Peternakan
yang tidak mempunyai tingkat proteksi dapat

Kalimantan Selatan :
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disebabkan berbagai faktor diantaranya tata
laksana vaksinasi, tata laksana peternakan, dan
biosekuriti lingkungan yang kurang memadai.
Tata laksana vaksinasi dan tata laksana
peternakan terlihat dari data vaksinasi di
peternakan yang tidak terdokumentasi dengan
baik, dan tidak adanya riwayat vaksinasi Al
di peternakan. Tabel 1 menunjukkan bahwa
347 (43,37%) sampel serum yang diuji
terhadap titer antibodi virus Al subtipe H9N2
menunjukkan hasil positif karena mempunyai
titer lebih besar atau sama dengan 128 (2128).
Sampel serum tersebut berasal dari 7 provinsi
meliputi: Sumatera Barat, Sumatera Selatan,
Jawa Barat, Jawa Tengah, Daerah Istimewa
Yogyakarta, Jawa Timur dan Bali.

Sampel serum pascavaksinasi vaksin Al
yang menunjukkan titer antibodi protektif virus Al
H5N1 (>70% flok mempunyai titer antibodi H5SN1
>16) dan positif subtipe HIN2 (mempunyai titer
antibodi HIN2 =128), diindikasikan terjadinya
infeksi lapang atau penggunaan vaksin Al
subtipe H5N1 yang juga mengandung subtipe
HON2. Sampel serum tersebut berasal dari 6
kabupaten/kota di 4 provinsi, meliputi Provinsi:
1) Sumatera Barat (Kabupaten Payakumbuh
dan Kabupaten Lima Puluh Kota), 2) Jawa Barat
(Kabupaten Kuningan), 3) DIY (Kabupaten
Sleman), dan 4) Bali (Kabupaten Badung dan
Tabanan).

Dengan mempertimbangkan bahwa pada
saat kegiatan pengkajian ini dilaksanakan
belum ada vaksin Al kombinasi antara virus Al
subtipe H5N1 dan subtipe HIN2, atau vaksin
Al tunggal subtipe HON2 yang telah diregistrasi,
maka adanya serum positif virus Al subtipe
HON2 mengindikasikan ayam-ayam tersebut
pernah terpapar virus Al subtipe HON2 yang
berasal dari infeksi lapang atau penggunaan
vaksin Al subtipe H5N1 yang juga mengandung
subtipe HON2.
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KESIMPULAN DAN SARAN

Kesimpulan

Tingkat keberhasilan program vaksinasi yang
dilakukan di tingkat peternakan kurang dari
70% pada sampel serum yang berasal dari
Kabupaten Demak (Provinsi Jawa Tengah),
Kabupaten Bantul (Provinsi DIY), Kabupaten
Banyuasin dan Kota Palembang (Provinsi
Sumatera Selatan), Kabupaten Kediri (Provinsi
Jawa Timur), dan Kabupaten Cirebon (Provinsi
Jawa Barat).

Adanya serum positif virus Al subtipe HIN2
pada sampel yang berasal dari Kabupaten
Payakumbuh dan Kabupaten Lima Puluh
Kota (Provinsi Sumatera Barat), Kabupaten
Banyuasin dan Kota Palembang (Provinsi
Sumatera Selatan), Kabupaten Kuningan
(Provinsi Jawa Barat), Kabupaten Demak
(Provinsi Jawa Tengah), Kabupaten Bantul dan
Kabupaten Sleman (Provinsi DI Yogyakarta),

Kabupaten Blitar dan Kabupaten Kediri
(Provinsi Jawa Timur), Kabupaten Badung
dan Kabupaten Tabanan (Provinsi Bali),

mengindikasikan ayam-ayam tersebut pernah
terpapar virus Al subtipe HON2 yang berasal
dari infeksi lapang atau penggunaan vaksin Al
subtipe H5N1 yang juga mengandung subtipe
HON2.

Saran

1. Memberi masukan kepada Dinas
Peternakan Provinsi Jawa Tengah, Provinsi
Daerah Isimewa Yogyakarta, Provinsi
Sumatera Selatan, Provinsi Jawa Timur,
Provinsi Sumatera Barat, Provinsi Jawa
Barat, ProvinsiBali, dan Provinsi Kalimantan
Selatan bahwa dapat meningkatkan
evaluasi hasil vaksinasi secara rutin
ditingkat peternakan dan meningkatkan
pelaksanaan biosekuriti pada peternakan
tersebut.

2. Perlu dilakukan pengkajian vaksin Al dan
serum paska vaksinasi di seluruh provinsi
Indonesia yang berkesinambungan, agar
data yang diperoleh terkait kualitas mutu
vaksin Al yang beredar dapat dievaluasi.
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ABSTRAK

Telah dilakukan uji potensi terhadap 4 (empat) vaksin Avian influenza (Al) yang beredar di Indonesia.
Pengujian dilakukan sesuai Farmakope Obat Hewan Indonesia (FOHI) Jilid 1 Edisi 5 tahun 2018.
Vaksin disuntikkan pada ayam Spesific Pathogen Free (SPF) umur 4 minggu, kemudian 3 minggu
pascavaksinasi diambil darahnya untuk diuji hambatan aglutinasi (HI) dan dilakukan uji tantang
menggunakan virus Al Al/chicken/Semarang/04141225-07/2014 (clade 2.3.2). Hasil pengujian
menunjukkan bahwa vaksin Al yang diuji menunjukkan titer antibodi yang bervariasi tetapi tetap
mampu melindungi dari infeksi virus Al A/chicken/Semarang/04141225-07/2014.

Kata kunci: Uji Potensi, Vaksin, Avian Influenza

ABSTRACT

Potency tests have been carried out on 4 (four) Avian influenza (Al) vaccines circulating in Indonesia.
The test was carried out according to the Indonesian Veterinary Drug Pharmacopeia (FOHI) Volume
1, Edition 5 of 2018. The vaccine was injected into Specific Pathogen Free (SPF) chickens aged
4 weeks, then 3 weeks after vaccination the blood was collected to be tested for agglutination
resistance (Hl) and a challenge test using a virus Al A/chicken/ Semarang/04141225-07/2014 (clade
2.3.2). The test results showed that the Al vaccines tested showed varying antibody titres but the
vaccines were still able to protect against A/chicken/ Semarang/04141225-07/2014 virus infection.

Keywords: Potency Test, Vaccine, Avian Influenza
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PENDAHULUAN

Avian influenza (Al) disebabkan oleh
virus yang merupakan anggota dari keluarga
Orthomyxoviridae dan ditempatkan dalam
genus virus influenza A". Avian influenza
pertama kali dilaporkan pada tahun 1878
dan dikenal dengan nama fow! plaque. Pada
simposium Avian influenza tahun 1981, nama
fowl plaque diganti dengan highly pathogenic
avian influenza (HPAI)®).

Avian influenza ~mempunyai dampak
ekonomi yang penting pada industry
perunggasan karena menyebabkan mortalitas
dan morbiditas yang tinggi, penurunan produksi,
dan peningkatan biaya penanggulangan. Di
samping itu, virus ini juga bersifat zoonosis
sehingga cara penanggulangannya menjadi
komplek dan mahal®. Kerugian ekonomi dari
Al bervariasi tergantung pada strain virus, jenis
unggas yang terinfeksi, jumlah peternakan yang
terinfeksi, metode kontrol yang digunakan dan
kecepatan pelaksanaan strategi pengendalian
atau eradikasi. Kerugian ekonomi timbul karena
kasus epidemi HPAI atau LPAI pada unggas
komersil. Secara umum kerugian karena kasus
LPAI lebih rendah dibanding HPAI (1",

Penentu patogenisitas virus Influenza
secara molekuler telah diidentifikasi, yaitu sifat
dari residu pada cleavage site HA, reseptor HA
(a-2, 3 atau a-2,6 sialic acid), kekmampuan NA
untuk mengikat plasminogen, perubahan asam
amino spesifik dalam PB2 yang mengubah
tingkat sintesis RNA, kehadiran PB1-F2 ORF
dan kemampuan PB1-F2 untuk menginduksi
apoptosis, dan kemampuan yang berbeda dari
NS1 protein untuk melawan sistem interferon
(IFN)®. Protein HA dan NA merupakan antigen
yang paling penting untuk produksi respon imun

protektif, terutama dalam neutralisasi antibodi
(11

Virus Al masuk ke hospes melalui saluran
pernafasan (inhalasi) atau pencernaan (ingesti).
Virus akan bereplikasi pada saluran pernafasan
dan pencernaan, kemudian menyebar melalui
sistem peredaran darah atau sistem limfatik ke
berbagai organ viseral, otak dan kulit. Gejala
klinis dan kematian muncul karena kerusakan
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berbagai organ (",

Wabah Avian influenza (Al) di Indonesia
telah terjadi sejak pertengahan tahun 2003
@, Kasus Al di Indonesia masih terus terjadi
dengan frekuensi yang beragam selama tahun
2006-2012. Pada akhir tahun 2012 terjadi
kasus Al pada itik di daerah Jawa Tengah, D.I.
Yogyakarta dan Jawa Timur yang disebabkan
penyakit Al subtipe H5N1 clade 2.3.2 (49,

Penyebaran virus Al H5N1 pada unggas
di Asia, Timur Tengah dan Afrika telah
memicu kekhawatiran pandemi manusia dan
mendorong upaya pengembangan vaksin Al
H5N109, Efikasi vaksin Al H5N1 komersial
yang beredar di Indonesia berubah ketika
virus Al subtipe H5N1 di Indonesia berevolusi
menjadi clades baru, sehingga harus dijamin
kesesuaian seed vaksin dan virus Al H5N1
di lapangan(®. Pembaharuan hemagglutinin
virus Al H5N1 yang lebih dekat secara genetik
dengan virus di lapangan mungkin diperlukan
untuk perlindungan optimal ©.

Uji deteksi antibodi banyak digunakan untuk
mengevaluasi paparan virus Al pada unggas.
Uji deteksi antibodi saat ini meliputi uji ELISA,
uji agar Gel Immuno Diffusion,dan uji hambatan
hemaglutinasi (HI)®. Metode serologis HI
atau NI merupakan metode gold standard
untuk mengetahui subtipe virus meskipun
dimungkinkan adanya kesalahan karena variasi
antigenik dalam subtipe atau reaksi silang
antar subtipe®. Metode serologis juga perlu
dipertimbangkan variasi respon kekebalan antar
spesies unggas!'"). Metode yang digunakan
untuk mendeteksi antibodi spesifik pada unggas
yaitu uji Agar Gel Immunodifusion (AGID) dan
uji Enzyme-Linked Immuno-Sorbent Assay
(ELISA) ©.

Penelitian ini untuk mengetahui hubungan
titer antibodi pascavaksinasi dan hasil uji
tantang pada uji potensi vaksin Al.

MATERI DAN METODE
Materi
Pada penelitian ini digunakan 4 (empat)
vaksin inaktif Avian influenza subtipe H5N1
clade 2.3.2 yang diproduksi oleh 4 (empat)
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produsen yang berbeda dan ayam SPF umur
4 minggu. Virus tantang yang digunakan
yaitu virus Al A/chicken/Semarang/ 04141225-
07/2014, sedangkan antigen Al yang dipakai
yaitu antigen Al H5 clade 2.3.2 produksi
Pusvetma. Uji shedding virus menggunakan
telur SPF umur 10 hari.

Metode

Uji potensi dilakukan sesuai metode uji
potensi Al FOHI Biologik Jilid | Edisi 5 Tahun
2018. Sepuluh ekor ayam SPF umur 28 hari
divaksinasi masing-masing 1 dosis secara intra
muscular (IM). Sepuluh ekor ayam SPF lainnya
tidak divaksinasi digunakan sebagai kelompok
kontrol. Tiga minggu pascavaksinasi atau
sebelum uji tantang dilakukan pengambilan
serum untuk dilakukan uji hambatan aglutinasi
(HI) menggunakan metode OIE". Semua
ayam ditantang dengan virus Al A/chicken/
Semarang/04141225-07/2014 masing-masing
0.1 mL 10%° EID,, secara IM Pengujian
dilakukan di fasilitas Biosafety Level 3 (BSL-3)
! Animal Biosafety Level 4 (ABSL-4) di Balai
Besar Pengujian Mutu dan Sertifikasi Obat
Hewan.

Vaksin dinyatakan memenuhi syarat apabila
tidak kurang dari 90% ayam kelompok vaksinasi
tidak menunjukkan gejala klinis penyakit Al dan
tidak kurang 90% ayam kelompok kontrol mati
dengan menunjukkan gejala klinis penyakit Al
serta tidak terjadi shedding virus setelah hari
ke-7 pascatantang virus Al.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Pengujian vaksin Avian influenza di
BBPMSOH menggunakan metode sesuai
FOHI 2018. Ayam SPF divaksin 1 dosis
secara intramuskular. Tiga minggu pasca
vaksinasi ayam diambil darahnya dan
ditantang dengan virus Al  Alchicken/
Semarang/04141225-07/2014. Pada  hari
kedelapan pasca tantang ayam diambil swab
dari oropharynx dan cloaca. Penggunaan virus
Al Alchicken/Semarang/04141225-07/2014
sebagai virus tantang sesuai surat Direktur
Jenderal Peternakan dan Kesehatan Hewan No.
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22017/PK.350/F/06/2018 tentang Perubahan
StrainTantang Vaksin Al HSN1 dan Penetapan
Master Seed Vaksin Al HON2.

Hasil pengujian menunjukkan bahwa
vaksin Al mempunyai titer antibodi pratantang
yang bervariasi dari 4-44 tetapi mampu
melindungi dari infeksi virus Al Al/chicken/
Semarang/04141225-07/2014 (Table 1). Hal ini
sesuai dengan penelitian () yang menyatakan
bahwa meskipun respon antibodi terhadap
H5 rendah, unggas yang divaksinasi tetap
terlindungi dari tantangan HPAIL. Menurut®
kekebalan yang protektif dikaitkan dengan
antibody terhadap protein HA, tetapi antibodi
terhadap terhadap HA, NA atau keduanya
mencegah gejala klinis dan kematian setelah
ditantang dengan virus HPAI dengan subtipe
HA atau NA yang homolog.

Respon imun humoral pada unggas pada
infeksi alami kemungkinan besar memproduksi
antibodi sistemik dan mukosa. Respon antibodi
sistemik pada ayam dan kalkun mirip dengan
spesies lain dengan produksi IgM yang
terbentuk paling cepat 5 hari pasca infeksi
dan IgY terdeteksi segera setelahnya. Antibodi
yang diproduksi hospes ditargetkan terhadap
berbagai protein virus influenza yang penting
untuk perlindungan dari penyakit dan untuk
diagnosis infeksi. Virus influenza menghasilkan
10 protein virus yang dapat dibagi menjadi tiga
kategori utama: protein permukaan, protein
internal, dan protein non struktural yang tidak
dikemas dalam partikel virus. Partikel virus
mengandung tiga protein permukaan: protein
HA, neuraminidase (NA), dan matriks 2 (M2).
Protein internal meliputi tiga protein polimerase,
PA, PB1, dan PB2, nukleoprotein, matriks 1
(M1), dan protein nonstruktural 2 (NS2). Protein
nonstruktural 1 (NS1) adalah satu-satunya
protein yang tidak dikemas ke dalam partikel
virus, meskipun di produksi dalam jumlah besar
dalam sel yang terinfeksi ©.
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Tabel 1. Hasil uji potensi vaksin Avian influenza

Hasil Uji
' ' i Rata-Rata Titer
No | Kode Vaksin Jenis Vaksin ke ' Uji Potensi Uji Shedding
Antibodi Pre Terhadap Al Virus
erhada iru
Tantang (log 2) P
1 A Al H5 + H9 8 100% 100% Negatif
2 B Al H5 + ND 4 100% 100% Negatif
3 C Al H5 + ND 44 100% 100% Negatif
4 D Al H5 + ND 18,4 100% 100% Negatif
KESIMPULAN 4. Jackson D., Hossain M.J., Hickman D.,
Perez D.R. and Lamb R.A. 2008. A New
Hasil uji terhadap 4 (empat) vaksin Al subtype Influenza Virus Virulence Determinant: The
H5N1 clade 2.3.2 menunjukkan bahwa NS1 Protein Four C-Terminal Residues
protektivitas suatu vaksin tidak hanya ditentukan Modulate Pathogenicity. Proceedings of the
oleh satu antibodi terhadap H5 yang terbentuk. National Academy of Sciences of the United
Penguijian uji potensi vaksin Al High Pathogenic States of America 105(11):4381-4386.
Avian /nﬂuenza (HPAl) harus menggunakan 5. Johnson DC 1981. Avian Inﬂuenza.A.A.V.
metode tantang terhadap virus Al. Newsletter. 2(2): 3
6. Kapczynski D.R., Pantin-Jackwood M.J.,
DAFTAR PUSTAKA Spackman E., Chrzastek K., Suarez D.L.
and Swayne D.E. 2017. Homologous and
1. Chua T, Leung C. Y. H., Fang H. E., Chow . . .
C. MaS. SiaS. NglHY F ok G heterologous antigenic matched vaccines
- M@ o, Ol s, NG LA T, FEenwIcK 5. containing different H5 hemaglutinins
S., James C. M., Chua S. B.,, Chew S. T. . . . .
4K ) 2010. Evaluat ¢ 2 Subunit provide variable protection of chickens from
and rwang . - Evaluation of a subunl the 2014 U.S. H5N8 and H5N2 clade 2.3.4.4
H5 Vaccine and an Inactivated H5N2 . . . .
Avian Inf Marker Vaccine in Duck Highly Pathogenic Avian Influenza Viruses.
CV|an n uenz.a gr er Vaccine in yc s Vaccines 35:6345-6353.
Phe:]”eng?d;’\‘”_th \I/"?It”amess_ H5NI1ﬂH'9h'y 7. OIE. 2012. Avian Influenza. OIE Terrestrial
athogenic Avian Influenza .|rus. nfluenza Manual.Chapter 2.3 4 .
Re..s;aar1c1h an2d :rejtmzr;t. Article ID 489213. 8. Spackman E. 2007. Avian Influenza Virus.
5 c|130|. 0. 55;{ OD?]/ 89213 N.LPL Indriani Humana Press.
: Ra”\;\j‘,ya”t' N arg"aya,”i' s "[;‘ ”i”! 9. Suarez D.L. and Schultz-Cherry S. 2000.
|yo.no - dan barmin c_)' - Deteksi Immunology of Avian influenza virus: a
Virus Avian Influenza Subtipe H5N1 pada . .
o N T Fly B review. Developmental and Comparative
Srga” Pyam ya_Egd_ frser‘j‘rr_‘g ;‘ ‘jrung Immunology. 24:269-283.
Ban%atdatogeanLgkwal |murh.atnk.av_va 10. Steel J. 2011. New strategies for the
ara engan fekni munohistokimia. development of H5N1 subtype influenza
JITV9(3):197-203 . .
3. Dh 4§ N.LPL. Di K. dan Bahri vaccines: progress and challenges. Bio
: . armayanti N.L. iwyanto K. dan g ri Drugs, 25(5):285-298.
- 2012. Mewaspadai Perkembangan Avian 11. Swayne D.E. and Halvorson D.A. 2008.
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ABSTRAK

Salah satu program pengendalian dan pemberantasan penyakitAvian Influenza (Al) adalah dengan
vaksinasi. Pengkajian mutu vaksin Al ini dilakukan untuk memperoleh informasi tentang mutu vaksin
Al yang telah memiliki nomor registerasi di Indonesia, memperoleh data kemurnian dan potensi
vaksin Al di tujuh (7) provinsi di Indonesia yang meliputi Sumatera Barat, Sumatera Selatan, Jawa
Barat, Jawa Tengah, Daerah Istimewa Yogyakarta, Jawa Timur, dan Kalimantan Selatan. Sampel
yang diperoleh adalah vaksin Al subtipe H5N1 inaktif sebanyak 7 (tujuh) sampel. Terhadap sampel
vaksin dilakukan uji mutu vaksin meliputi rangkaian uji identifikasi dengan metode Polymerase
Chain Reaction (PCR) konvensional, uji inaktivasi dan uji potensi secara serologi. Pengujian mutu
vaksin Al H5N1 inaktif menunjukkan hasil memenuhi syarat (MS) untuk sampel yang diambil dari 5
(lima) provinsi yaitu: Sumatera Barat, Jawa Tengah, Daerah Istimewa Yogyakarta, Jawa Timur dan
Kalimantan Selatan. Sedangkan sampel vaksin yang berasal dari Sumatera Selatan dan Jawa Barat
menunjukkan hasil tidak memenuhi syarat (TMS).

Kata kunci: Avian Influenza, vaksin, pengkajian

ABSTRACT

One of the programs for controlling and eradicating Avian Influenza (Al) is vaccination. This Al
vaccine quality test was carried out to obtain information about the quality of Al vaccines that already
have a registration number in Indonesia, to obtain data on the purity and potential of Al vaccines in
seven (7) provinces in Indonesia which include West Sumatra, South Sumatra, West Java, Central
Java, Special Region of Yogyakarta, East Java and South Kalimantan. The sample obtained was
7 (seven) inactivated Al vaccine subtype H5N1. Vaccine samples were tested for the quality of
vaccines including a series of identification tests with the conventional Polymerase Chain Reaction
(PCR) method, inactivation tests and serological potency tests. Testing the quality of the inactivated
H5N1 Al vaccine showed the results meet the requirements (MS) for samples taken from 5 (five)
provinces, namely: West Sumatra, Central Java, Yogyakarta, East Java and South Kalimantan.
Meanwhile, the vaccine samples from South Sumatra and West Java showed the results did not
meet the requirements (TMS).

Keywords: Avian Influenza, vaccine, study
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PENDAHULUAN

Virus Influenza adalah virus RNA
beruntai tunggal termasuk ke dalam keluarga
Orthomyxoviridae. Berdasarkan perbedaan
antigen nukleoprotein dan matrik yang
menyusunnya, virus ini diklasifikasikan menjadi
tiga tipe yaitu virus Influenza tipe A, B dan C.
Virus Infuenza tipe A ditemukan pada unggas,
manusia, babi, kuda dan kadang-kadang pada
mamalia lain, misalnya cerpelai, anjing laut dan
ikan paus. Virus Influenza tipe B dan C hanya
ditemukan pada manusia (.

Virus Al diklasifikasikan dalam dua patotipe
yaitu Highly Pathogenic Avian Influenza (HPAI)
dan Low Pathogenic Avian Influenza (LPAI).
Virus Al yang mempunyai patogenesitas tinggi
apabila mempunyai Indeks Patogenicity
Intravena (IVPI) pada ayam umur 6 minggu
lebih dari 1.2 atau menyebabkan minimal 75%
kematian pada ayam umur 4-8 minggu yang
diinfeksi secara intravena, sedangkan virus Al
yang mempunyai patogesitas rendah adalah
semua virus Influenza A subtype H5 dan H7
yang bukan virus HPAI ™.

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 “.

Wabah penyakit Al di Indonesia pertama
kali pada tahun 2003. Saat ini penyakit Al masih
menjadi penyakit hewan menular strategis
(PHMS) dalam Keputusan Menteri Pertanian
Nomor 4026/Kpts/OT.140/3/2013 ©@. Pada
tahun 2013 juga terjadi wabah penyakit Al
yang terjadi di Indonesia disebabkan virus Al
subtipe H5N1 sub clade 2.3.2, sehingga selain
vaksin Al subtipe H5N1 sub clade 2.1.3 juga
beredar vaksin Al subtipe H5N1 dengan sub
clade 2.3.2. Pada akhir tahun 2016 dilaporkan

71

terjadinya kasus penurunan produksi telur pada
peternakan ayam petelur (layer) di beberapa
provinsi di Indonesia dan ditengarai kasus
tersebut disebabkan oleh virus Al subtipe HON2.
Kondisi ini menyebabkan beberapa pelaku
usaha peternakan ayam melakukan vaksinasi
Al dengan vaksin Al bivalen, yaitu kombinasi
antara Al subtipe H5N1 dan HON2.

Pada tahun 2019 saat dilakukan pengkajian
ini, vaksin Al yang beredar di Indonesia adalah
vaksin Al subtipe H5N1 inaktif produksi
lokal dengan seed vaksin dari strain lokal.
Penggunaan dan kebutuhan vaksin Al di
Indonesia cukup besar, sementara kasus Al
di sebagian wilayah Indonesia masih terjadi,
sehingga diperlukan data pengkajian mutu
vaksin Al yang beredar dilapangan berdasarkan
hasil uji identifikasi terhadap virus Al subtipe
H5N1 dan H9N2, inaktivasi dan potensi, serta
status kekebalan paska vaksinasi Al pada ayam
layer di lapangan. Pengkajian ini dilakukan
untuk memperoleh data mutu vaksin Al yang
resmi beredar di Indonesia dan memperoleh
data kemurnian dan potensi vaksin Al.

MATERI DAN METODE

Materi

1. Materi Sampling
Bahan dan alat yang dibawa untuk
sampling pengkajian mutu vaksin Al
adalah: ice box (kotak pendingin), ice
packs, termometer dan Kkuisioner.

2. Materi Pengujian
a. Uji Identifikasi

Bahan dan alat dari uji identifikasi
yaitu vaksin Al inaktif 1 botol, Kit ekstraksi
RNA (Qiam Viral RNA mini kit), Kit master Mix
PCR, primer spesifik Al HSN1 dan HIN2 dan
alat PCR konvensioanal. Sekuen primer H5
(forward 5'-ACACATGCYCARGACATACT-3',
reverse  5-CTYTGRTTYAGTGTTGATGT-3'),
sekuen primer N1 (forward 5-AGRCCTTGYTT
CTGGGTTGA-3', reverse 5-ACC GTCTGGC
CAAGACCA-3'). Sekuen primer H9 (forward
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5'-GACACAACAACGAGTGTGGC-3’,
reverse 5- GCCCATATATCTTGGATTTGAT
-3"), sekuen primer N2 (forward 5'-
GCATGGTCCAGYTCAAGY TG -3, reverse 5'-
CCYTTC CAGTTGTCTCTGCA -3').

b. Uji Inaktivasi

Bahan dan alat uji inaktivasi yaitu telur
ayam berembrio (TAB) Spesific Pathogen Free
(SPF) umur 10 hari, vaksin Al inaktif 1 botol,
spuit 1 mL, jarum suntik 18 G, spuit 3 mL, iodin,
pelubang telur, peneropong telur, microplate 96
well V-bottom (Nunc), multi channel 10-100 pl,
single channel 25-100 pl, tips 10-100 ul, pipet
aids, pipet measure 2 mL, laminar flow, shaker,
sentrifus, tabung 1.5 mL,Red Blood Cell (RBC)
3 % dan 1%, masker, sarung tangan dan label.

c. Uji Potensi Secara Serologis

Bahan dan alat uji potensi secara serologis
yaitu ayam SPF umur 28 hari sebanyak 20
ekor, vaksin Al inaktif 1 botol, spuit 3 mL, jarum
suntik 18 G, virus Al H5N1, virus Al HON2,
serum positif Al, serum negatif Al, sampel
serum hasil vaksinasi, PBS-, RBC 1 %, larutan
Alsever, alkohol 70 %, betadine, microplate 96
well V-bottom (Nunc), multi channel 10-100
ul, single channel 25-100 ul, tips 10-100 pl,
pipet aids, pipet measure 1 mL, 2 mL, 5 mL,
10 mL, 20 mL, BSC, shaker, kapas alkohol,
masker, sarung tangan, baker plastic volume 2
L (autoclavable).

Metode
1. Metode Sampling

Pengambilan sampel vaksin Al dari
Dinas Peternakan atau membeli sampel
vaksin Al dari poultry shop/depo obat
hewan di 7 Provinsi di Indonesia yang dipilih
berdasarkan pertimbangan anggaran TP
(Tugas Pembantuan) pengendalian Al, yaitu
Provinsi Sumatera Barat, Sumatera Selatan,
Jawa Barat, Jawa Tengah, Daerah Istimewa
Yogyakarta, Jawa Timur, dan Kalimantan
Selatan. Tiap provinsi diambil tiga botol (triplo)
vaksin Al dengan nomor batch yang sama dan
waktu kadaluarsa tidak kurang dari 6 bulan.
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2. Metode Pengujian
a. Uji Hambatan Hemaglutinasi (OIE 2015)
Uji Hemaglutinasi (HA

Phospat Buffer Saline pH 7,0-7,4
sebanyak 0,025 mL dimasukkan ke
dalam masing-masing Ilubang pada
microplate.Antigen Al  dimasukkan
sebanyak 0,025 mL kedalam lubang
pertama microplate, kemudian dibuat
pengenceran dua Kkali 0,025 mL.
Phospat Buffer Saline 0,025 mL
dimasukkan pada semua lubang
microplate dan RBC 1% sebanyak
0,025 mL juga dimasukkan pada
semua lubang microplate. Selanjutnyan
dihomogenkan dengan shaker secara
perlahan dan diinkubasi selama 40
menit pada suhu ruang (25-27°C). Hasil
dibaca dengan memiringkan microplate
agar terlihat ada tidaknya aliran RBC @,
Uji Back Titrasi

Phospat Buffer Saline pH 7,0-7,4
sebanyak 0,025 mL dimasukkan dalam
masing-masing lubang pada microplate
dan virus Al 4 HAU dimasukkan
sebanyak 0,025 mL ke dalam lubang
pertama microplate. Kemudian
dibuat pengenceran dua kali 0,025
mL virus dan dimasukkan RBC 1%
sebanyak 0,025 mL ke semua lubang
microplate. Selanjutnya dihomogenkan
dengan shaker secara perlahan dan
inkubasikan selama 40 menit pada
suhu ruang (25-27°C). Hasil dibaca
dengan memiringkan microplate agar
terlihat ada tidaknya aliran RBC ©.
Uji Hambatan Hemaglutinasi (HI)

Phospat Buffer Saline pH 7,0-7,4
sebanyak 0,025 mL dimasukkan dalam
masing-masing lubang pada microplate
dan serum dimasukkan sebanyak 0,025
mL. Kemudian dibuat pengenceran dua
kali 0,025 mL serum dan dimasukkan
virus 4 HAU ke semua lubang microplate.
Inkubasi selama 30 menit pada suhu
ruang (25-27°C), kemudian RBC 1%
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sebanyak 0,025 mL dimasukkan ke
semua lubang microplate. Selanjutnya
dihomogenkan dengan shaker secara
perlahan dan inkubasikan selama 40
menit pada suhu ruang (25-27°C).
Hasil dibaca dengan memiringkan
microplateagar terlihat ada tidaknya
aliran RBC @,

b. Uji Identifikasi (FOHI 2018)

Prosedur dari uji identifikasi yakni
sampel vaksin Al di ekstraksi dengan
menggunakan kit ekstraksi RNA(Qiam

Viral RNA mini kit-Qiagen). Ekstraksi RNA
virus yang terkandung dalam vaksin yang
nantinya akan menjadi template (sampel)
sebanyak 5 pL dalam reaksi PCR. Master
mix PCR (superscript Ill one step RT-PCR
with Platinum Taq-Invitrogen) dicampurkan
dengan menggunakan primer spesifik virus
Al subtipe H5, N1, H9, N2. Masukkan RNA
hasil ekstraksi ke dalam master mix sebagai
sampel yang akan diuji.

Selanjutnya proses amplifikasi dengan
alat thermocycler sesuai protokol yang
ditentukan yaitu 1x48°C 3 menit; 1x94°C 2
menit; 40x94°C 30 detik; 50°C 45 detik; 68°C
45 detik; 1x68°C 5 menit. Hasil dari proses
amplifikasi PCR dilakukan elektoforesis
dengan menggunakan agar 2%. Vaksin
dinyatakan memenuhi syarat apabila
menunjukkan hasil positif terhadap H5N1
dengan munculnya pita amplikon pada
panjang amplikon sesuai target masing
masing primer yang digunakan. Panjang
amplikon gen H5 pada 545 base pair (bp),
gen N1 pada 123 bp , gen H9 pada 682 bp,
dan dan N2 pada 362 bp ©.

c. Uji Inaktivasi (FOHI 2018)
Prosedur uji inaktivasi yaitu inokulasi
0,2 mL vaksin Al ke 10 butir TAB SPF via
allantoic cavity. Selanjutnya inkubasikan
pada suhu 37 °C selama 7 hari. Pasase
dilakukan sebanyak 3 kali dengan cara yang
sama. Vaksin dinyatakan memenuhi syarat
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apabila semua telur yang diinokulasi tidak
menunjukkan adanya pertumbuhan virus Al
yang dapat dilihat melalui perubahan embrio
maupun uji HA ®.

Uji Potensi Secara Serologis (FOHI 2007)

Prosedur uji potensi secara serologis
yakni sebanyak sepuluh ekor ayam SPF
umur 28 hari divaksin Al dengan 1 dosis/ekor
dengan rute intramusculer (IM) dan sepuluh
ekor ayam SPF lainnya digunakan sebagai
kontrol dan tidak divaksinasi. Empat minggu
setelah vaksinasisemuaayamdiambildarah
dan dipisahkan serumnya untuk dilakukan
uji serologi dengan menggunakan metode
uji hambatan aglutinasi. Vaksin dinyatakan
memenuhi syarat apabila ayam vaksinasi
tidak kurang dari 90% mempunyai titer
antibodi tidak kurang dari 1:16 dan semua
ayam kontrol mempunyai titer antibodi tidak
lebih dari 1:4 ™.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil

Sampel vaksin Al subtipe H5N1 inaktif
yang memenuhi kriteria sebanyak 7 sampel
yang berasal dari Provinsi Sumatera Barat,
Sumatera Selatan, Jawa Barat, Jawa Tengah,
Daerah Istimewa Yogyakarta, Jawa Timur dan
Kalimantan Selatan. Sementara dari Provinsi
Bali tidak berhasil memperoleh sampel vaksin
karena jumlah yang tersedia hanya 1 (satu)
botol dari 3 (tiga) botol yang dipersyaratkan.
Selanjutnya untuk menentukan mutu sampel
vaksin yang didapat dilakukan uji identifikasi
dan inaktivasi sesuai dengan FOHI 2018, serta
uji potensi secara serologis sesuai dengan
FOHI 2007. Hasil rinci pengujian mutu sampel
vaksin Al disajikan pada Tabel 1.
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Tabel 1. Hasil Pengujian Mutu Vaksin Avian Influenza subtipe H5N1 di 7 Provinsi di IndonesiaTahun

2019
Uji Identifikasi Dengan Uji Potensi Secara
No. | Asal Provinsi/ PCR Uji Serologis HASIL
) Nomor Uji Inaktivasi |  A] H5NA1
Al H5N1 Al HON2 : Al HIN2
(titer 2 16) | (titer 2 128)
Positif
Sumatera Barat/ . 100%
1 H5 : 545 bp Negatif . 100% - MS
PV- 0052019 N1 : 123 bp negatif HA
Positif Positif o
2 E{J/[“gégr;ofg'ata”’ H5:545bp | Ho:682bp | ! g?if/"H A 100% 100% ™S
N1:123bp | N2:362bp 9
Positif
Jawa Barat/ H5 : 545 bp . 100%
3 | PV-0062019 N1:123bp | Ne9att | pegatif HA 80% - ™S
Positif
Jawa Tengah/ . 100%
4 H5 : 545 bp Negatif . 100% - MS
PV- 0012019 N1 : 123 bp negatif HA
Positif
DIY/ H5 : 545 bp , 100%
° | PV-0022019 N1:123bp | Ne9att | pegatif HA 100% - MS
Positif
Jawa Timur/ H5 : 545 bp . 100%
6 | ‘pv- 0042019 N1 : 123 bp Negatif | o qatif HA 100% - MS
. Positif
Kalimantan .
7 | Selatan/ H? : ?‘Z‘g Ep Negatif 10?;%H A 100% - MS
PV- 0072019 : P negatl
Keterangan: MS= Memenubhi Syarat; TMS= Tidak Memenuhi Syarat .
- = Bx
I s 8=
1] ()] (*2} (=)} (#)] (o] (=] (#)] (%] — v
] — — — — — — — o o 3
£ 8 & Q& 8 S & B e =3
9] o i ~ o B ) 0 N o § e
x 5 o (=) o (=] o o o s » 0
5 £ 2 % 2 2 © © % g T9
=2 = g2 Z 5 B a & & ~ =

Gambar 1. Hasil PCR amplifikasi gen H5 virus Al subtipe H5N1 pada panjang amplikon 545 bp

(n=7). Sebanyak 7 vaksin Al HSN1 menunjukkan hasil positif memiliki gen H5 pada
panjang amplikon 545 bp. Kontrol negatif menunjukkan hasil negatif. Kontrol positif
virus Al subtipe H5 dari vaksin dan isolat virus H5N1 menunjukkan hasil positif memiliki
gen HS5 virus Al subtipe HS5N1 pada panjang amplikon 545 bp.
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Gambar 2. Hasil PCR amplifikasi gen N1 virus Al subtipe H5N1 pada panjang amplikon 123 bp
(n=7). Sebanyak 7 vaksin Al H5N1 menunjukkan hasil positif memiliki gen N1 pada
panjang amplikon 123 bp. Kontrol negatif menunjukkan hasil negatif. Kontrol positif
virus Al subtype H5 dari vaksin dan isolat virus H5N1 menunjukkan hasil positif memiliki
gen N1 virus Al subtipe H5N1 pada panjang amplikon 123 bp.

Kontrol positif
(isolat virus Al HON2)

Kontrol negatif

PV-0012019
PV-0022019
PV-0032019
PV-0042019
PV-0052019
PV-0062019
PV-0072019

Marker

Gambar 3. Hasil PCR amplifikasi gen H9 virus Al subtipe HON2 pada panjang amplikon 682 bp
(n=7). Terdapat 1 vaksin Al subtipe H5N1 menunjukkan hasil positif memiliki gen H9 pada
panjang amplikon 682 bp, sedangkan 6 vaksin Al subtipe H5N1 negatif terhadap gen HO.
Kontrol negatif menunjukkan hasil negatif. Kontrol positif menggunakan isolat virus Al
subtipe HON2 menunjukkan hasil positif memiliki gen H9 pada panjang amplikon 682 bp.
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Gambar 4. Hasil PCR amplifikasi gen N2 virus Al subtipe HON2 pada panjang amplikon 362 bp

(n=7). Terdapat 1 vaksin Al subtype H5N1 menunjukkan hasil positif memiliki gen N2
pada panjang amplikon 362 bp, sedangkan 6 vaksin Al subtype H5N1 negatif terhadap
gen N2. Kontrol negatif menunjukkan hasil negatif. Kontrol positif menggunakan isolat
virus Al subtipe HON2 menunjukkan hasil positif memiliki gen N2 pada panjang amplikon

362 bp.

Uji identifikasi vaksin Al dengan metode PCR

Berdasarkan uiji identifikasi vaksin Al yang

tersaji dalam Tabel 1 dan Gambar 1-4 diperoleh
hasil sebagai berikut:

a.

Seluruh sampel (7 vaksin) positif terhadap
Al subtipe H5N1.

. Sampel vaksin dari Sumatera Selatan selain

positif terhadap virus Al subtipe H5N1 juga
positif terhadap virus Al subtipe HON2.
Sampel vaksin positif terhadap virus Al
subtipe H5N1 dan subtipe HON2 berjumlah
1 (satu), yaitu sampel vaksin dari Provinsi
Sumatera Selatan.

Uji inaktivasi vaksin Al

Uji inaktivasi dilakukan melalui 3 kali pasase

pada telur ayam SPF umur 10 hari. Hasil uji
inaktivasi menunjukkan semua sampel vaksin
100% negatif HA sebagaimana disajikan pada
Tabel 1.
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Uji potensi vaksin Al

Uji potensi vaksin Al dilakukan dengan uji

serologis. Tabel 1 menyajikan data hasil uji
potensi sebagai berikut:

a.

Sampel vaksin yang 100% positif terhadap
virus Al subtipe H5N1 dan negatif terhadap
virus Al subtipe subtipe HON2 berjumlah
5 (lima), yaitu sampel vaksin dari Provinsi
Sumatera Barat, Jawa Tengah, Daerah
Istimewa Yogyakarta, Jawa Timur, dan
Kalimantan Selatan.

Sampel vaksin yang 80% positif terhadap
virus Al subtipe H5N1 dan negatif terhadap
virus Al subtipe subtipe HIN2 berjumlah
1 (satu), yaitu sampel vaksin dari Provinsi
Jawa Barat.

Sedangkan 1 (satu) sampel vaksin
yang berasal dari Sumatera Selatan
menunjukkan 100 % positif terhadap virus
Al subtipe HON2 selain H5N1.
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PEMBAHASAN

Pengujian mutu sampel vaksin Al subtipe
H5N1 yang berasal dari 7 provinsi di Indonesia
telah dilakukan uji identifikasi, uji inaktivasi, dan
uji potensi. Uji inaktivasi dilakukan pada vaksin
inaktif yang mengandung virus patogen bersifat
zoonotik, bertujuan untuk memastikan bahwa
virus dalam vaksin tersebut telah diinaktivasi
secara sempurna sehingga aman digunakan,
tidak akan menyebarkan virus ke lingkungan
dantidak akan menimbulkan wabah. Sedangkan
uji potensi dilakukan untuk mengetahui
terbentuknya titer antibodi yang cukup untuk
menimbulkan kekebalan terhadap virus Al. Uji
inaktivasi dilakukan dengan menginokulasi
vaksin ke dalam telur ayam SPF tertunas. Hasil
uji dinyatakan memenuhi syarat apabila semua
telur yang diinokulasi tidak menunjukkan
adanya pertumbuhan virus Al yang dapat dilihat
melalui adanya perubahan embrio maupun
dengan uji hemaglutinasi ®. Berdasarkan hasil
pengujian inaktivasi sebagaimana tersaji dalam
Tabel 3 menunjukkan bahwa seluruh vaksin
Al yang diuji 100% negatif HA artinya proses
inaktivasi vaksin oleh produsen telah dilakukan
secara sempurna, sesuai dengan interpretasi
hasil dalam FOHI 2018 ©. Hal ini menunjukkan
bahwa vaksin tersebut aman untuk diaplikasikan
karena telah inaktif sempurna dan vaksin itu
aman terhadap lingkungan.

Uji identifikasi penting dilakukan untuk
melihat kemurnian suatu vaksin. Tabel 1
menunjukkan bahwa uji identifikasi terhadap
seluruh sampel vaksin yang diuji positif virus
Al subtipe H5N1. Berdasarkan uji identifikasi
dengan metode PCR, hasil positif virus Al subtipe
H5N1 ditunjukkan pada 545 bp untuk H5 dan
123 bp untuk N1. Hal ini menunjukkan bahwa
seed vaksin yang digunakan adalah virus Al
subtipe H5N1 sesuai dengan seed yang tertera
pada label vaksin. Hanya saja pada 1 (satu)
sampel yang berasal dari Provinsi Sumatera
Selatan selain positif virus Al subtipe H5N1
juga menunjukkan hasil positif virus Al subtipe
HON2 pada 682 bp untuk H9 dan 362 bp untuk
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N2 (Gambar1-4). Dengan demikian vaksin
tersebut tidak murni hanya mengandung virus
Al subtipe H5N1 dan terjadi ketidaksesuaian
antara hasil pengujian dengan pernyataan
komposisi’kandungan di label. Ketidakmurnian
kandungan virus dapat diakibatkan oleh karena
proses pemurnian virus yang tidak sempurna
atau sengaja ditambahkan virus lain pada saat
proses produksi vaksin.

Uji potensi dilakukan dengan menyuntikkan
sebanyak 1 dosis vaksin Al pada ayam SPF
umur 4 minggu. Berdasarkan FOHI 2007, vaksin
Al memenuhi syarat apabila minimal 90% titer
antibodi positif Al subtipe H5N1 memiliki titer
minimal 16 (= 16).Titer antibodi diukur dengan
uji hambatan aglutinasi menggunakan 2 macam
antigen subtipe Al, yaitu H5N1 dan HON2. Tabel
1 menunjukkan bahwa 5 sampel vaksin Al yaitu
yang berasal dari Provinsi Sumatera Barat,
Jawa Tengah, DIY, Jawa Timur, dan Kalimantan
Selatan memenuhi syarat uji potensi karena
100% ayam memiliki titer antibodi terhadap
virus Al subtipe H5N1 lebih dari 16 dan negatif
terhadap virus Al subtipe HON2.

Hasil uji potensi vaksin Al yang berasal dari
Sumatera Selatan selain menunjukkan hasil
100% memiliki titer antibodi terhadap antigen
H5N1 lebih dari 16, juga menunjukkan hasil
100% memiliki titer antibodi terhadap antigen
HIN2 lebih dari 128. Hal ini menunjukkan bahwa
sampel vaksin mengandung virus Al subtipe
H5N1 dan Al subtipe H9N2, sehingga tidak
sesuai dengan label vaksin Al yang menyatakan
hanya mengandung Al subtipe H5N1.Hasil ini
memperkuat hasil dari uji identifikasi yang juga
menunjukkan bahwa sampel vaksin tidak hanya
mengandung virus Al subtipe H5N1

Sampel vaksin dari Jawa Barat tidak
memenuhi syarat karena hanya 80% serum
darah ayam yang memiliki titer antibodi terhadap
virus Al subtipe H5N1 lebih dari 16 (Tabel
1). Beberapa hal yang dapat menyebabkan
rendahnya serum darah ayam pasca vaksinasi
yang mempunyai titer minimal 16 antara lain
akibat penanganan rantai dingin penanganan
vaksin yang tidak sesuai dengan SOP mulai dari
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produsensampaikonsumen, faktor stabilitasdan
masa kadaluarsa vaksin. Titik kritis yaitu pada
penyimpanan dan sistem rantai dingin. Vaksin
harus disimpan dalam cool room khusus vaksin
bersuhu 2-8°C. Hendaknya cool room ini selain
tersedia di produsen juga terdapat di wilayah
pemasaran/kantor cabang/distributor vaksin.
Penyusunan vaksin dalam cool room juga
harus memperhatikan kepadatan tumpukan
agar sirkulasi udara dingin tersebar secara
merata. Selanjutnya dari produsen, vaksin
didistribusikan ke wilayah-wilayah pemasaran/
kantor cabang/ distributor menggunakan mobil
khusus pengirim vaksin yang dilengkapi dengan
mesin pendingin agar suhunya tetap terjaga
2-8°C. Sistem rantai dingin ini sangat penting
karena merupakan suatu sistem untuk menjaga
vaksin tersimpan pada suhu dan kondisi yang
telah ditetapkan mulai dari produsen hingga
vaksin sampai di tangan peternak sehingga
mutu dan keamanan vaksin tetap terjaga.

KESIMPULAN DAN SARAN

Kesimpulan

1. Hasil pengujian mutu vaksin Al dari 7 provinsi
di Indonesia menunjukkan bahwa 5 dari 7
sampel yang diuji Memenuhi Syarat (MS)
berdasarkan hasil rangkaian uji identifikasi,
uji inaktivasi, dan uji potensi. Sampel vaksin
Al tersebut berasal dari Provinsi Sumatera
Barat, Jawa Tengah, DI Yogyakarta, Jawa
Timur, dan Kalimantan Selatan.

2. Sampel vaksin Al yang dikoleksi dari
Provinsi Sumatera Selatan Tidak Memenubhi
Persyaratan (TMS) karena hasil uji secara
molekuler dan serologis terbukti tidak
murni mengandung virus Al subtipe H5N1
sebagaimana informasi yang tertera
pada label kemasan. Terindikasi adanya
kandungan virus Al subtipe HON2.

3. SampelvaksinAl yang dikoleksi dari Provinsi
Jawa Barat Tidak Memenuhi Persyaratan
(TMS) karena hasil uji potensinya 80%, di
bawah persyaratan mutu minimal 90 %.

4. Temuan sampel vaksin Al yang TMS dapat
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disebabkan oleh:

a. Proses produksi vaksin yang tidak
sesuai dengan tujuan awal produksi
vaksin saat registrasi, sehingga terjadi
penambahan agen patogen (zat aktif)
selain yang diinformasikan pada label
kemasan.

b. Penurunan mutu vaksin akibat proses
produksi atau penerapan rantai dingin
dalam penanganan distribusi dan
peredaran vaksin yang tidak sesuai
SOP.

Saran

1. Pengawasan peredaran mutu dan legalitas
vaksin Al yang beredar di Indonesia perlu
ditingkatkan dengan lebih mengoptimalkan
jejaring pengawasan obat hewan baik di
tingkat Pusat, provinsi dan kabupaten/kota.

2. Kegiatan pengkajian vaksin Al dan serum
pasca vaksinasi perlu didukung oleh
adanya national sampling plan agar jumlah
sampel yang diuji mewakili kondisi nyata
di lapangan, baik yang berasal dari pasif
servis (pelayanan Kiriman Daerah/KD) atau

aktif servis.
3. Untuk memberikan dukungan kepada
BBPMSOH dalam mencapai target

sampel dan target PNBP yang ditetapkan,
diharapkan agar ke depan dapat
dialokasikan anggaran Tugas Pembantuan
(TP) untuk pengiriman dan pengujian vaksin
Al di BBPMSOH.

UCAPAN TERIMA KASIH

Balai Besar Pengujian Mutu dan Sertifikasi
Obat Hewan mengucapkan terimakasih kepada
seluruh pihak yang telah membantu dalam
kegiatan pengkajian ini, terutama pihak dinas
provinsi dan kabupaten yang membidangi fungsi
peternakan dan kesehatan hewan Provinsi
Sumatera Barat, Provinsi Sumatera Selatan,
Provinsi Jawa Barat, Provinsi Jawa Tengah,
Provinsi Daerah Istimewa Yogyakarta, Provinsi
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Jawa Timur, dan Provinsi Kalimantan Selatan,
yang telah memfasilitasi proses pengambilan
sampel.
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