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ABSTRAK

Pengunaan antibioltk fluerequinelon (F(J) secara intensif pada peternakan dan akuakulr berdampak pada isu mengenai adanys residu FQ
dalam makanan dan terbentukmya resistensi bakter terhadap FQ pada hewan, Hal ini akin mempengaruhi kesehatan manusia, kinsusmya pengobatan
ichadap penyakit mickst. Hapten enrofloksasin disintesis dengan mercaksikan suatu finker tert-butil dengan kelompok asam karboksilat dari
enrofoksasin (ENR) dan mengkonjugasikan dengan protein KILH (keyhole limpet kemacyarin). Selanjutnya enrofloksasin-KLH hapten terkonjugasi
{imumogen) disuntikkan ke kelinci untuk menghasilkan antibodi poliklonal spesifik yang digunakan untuk mengembangkan metode ELISA (an-
zyme-linked immurosorbent assay) untuk mendeteksi residu enrofloksasin di hati ayam, udang dan susu. ELISA menunjukkan sensitivitas yang
baik dengan nilai [, adalah 11,8 pg L' 1,7 dengan nilai limit deteksi (LOD) adzlzh 2,4 pup L' & 04, Mcrode ELISA ini memiliki spesifisitas
yang tingpi terhadap target FQ) tanpa sccara signifikan menunjuklkan reaksi silang (cross reaction) terhadap mujuh senyawa FQ struktural terkait
{damofloksasin, enofloksasin, sarafloksasin, perfloksasin, asam nalidiksat, siprofloksasin dan norfloksasin, Efck dari surfaktan { Tween2(), pelarut
orgenik (metanol, ctanal, aseten dan asetonitril) dan kondisi pH (35,5-9,5) dievaluasi untuk mengoptimalkan kinerja uji. Teknik persiapan untuk
sampel susu , hati ayam dan udang juga dicptimalkan dengan menghasilkan nilai perelchan kembali (recovery) yang baik antara 64 = 3% dan 125
* 8%,

Kata kunci: residu, crrofloksasin, ELISA, produk hewani dan hasil Taut

: ABSTRACT

The extensive utilization of fluoroquinolone (FQ) in livestock and aguaculture practices leads to the issue regarding the presence of FOQ
residucs in food and the development of FQ) resistant bacteria in animals. This may have an implication to human health, in particular for th
treatment of infection. A novel of enrofloxacin hapten (ENR-1) was synthesised by attaching a tert-butyl linker on 2 carboxylic acid group of
enrofloxacin (ENR). A specific polyclonal antibody was produced by immunizing rabbits with mgﬂuxacin hapten conjugated KLH (immunogen)
An indirect competitive enzyme-linked immunosorbent assay {ELISA) was then developed to detect enrofloxacin in chicken liver, prawn and milk
The optimized ELISA exhibited high sensitivity and displaved an IC,, value of 11.8 pg L' witha limit of detection (1O} value of 2.4 pp L. The
ELISA also was ahle to generate highly specific assay for the detection of the targeted FOQ (fluoroquinclone) without sipnificant cross-roaction bo the

seven FQs smecturally related compounds (e.g. danofloxacin, enofloxacin, sarafloxacin, perfloxacin, nalidixic 2cid, ciprofloxacin and norfloxacin).
The effects of surfactants {Tween20), organic salvent (methanol, ethanol, acetonitrile and acetonc) and pH conditions (5.5-9.5) were evaluated to
optimize assay performance. The sample preparation techniques wers also optimized for milk, chicken liver and prawn samples, yielding good
recoverics betwesn 64 & 3% and 125 2 895,

Keywords: enrofloxacin residue; ELISA; animal-derived products; seafood.
PENDAHULUAN

Enrofloksasin (ENR) adalah antibiotik sintetik dari | OH
kelompok flucroguinolones (FQs), yang memiliki > ?
spektrum mekanisme luas untuk pengobatan berbaga h \)
infeksi bakteri pada hewan. Mekanisme kerja antibiotik Haloet A
ini dengan penghambatan cnzim bakteri penting (DNA
girasc), dengan mengganggu reaksi bergabungnya DNA
kembali (4). ENR (ditunjukkan dalam Gambar 1) secara
luas digunakan dalam obat hewan khususnya di unggas, Pemberian ENR terhadap hewan untuk pengobatan
hewan besar serta hewan kesayangan. Saat ini ada sekitar  secara intensif dalam jangka waktu lama dapat
76 nama merek dagang dari ENR yang didistribusikan di ~ menyebabkan akumulasi residu ENR dalam produk
pasar Indonesia (1), hewani. Terakumulasinya residu ENR dalam produk temak

memicu perkembangan resisten strain bakteri pada

CFambarl. Struktur kimia enrofloksasin
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manusia meclalui makanan yang dikensumsi. Masalah ini
akan berkaitan dengan keschatan masyarakat, terutama
melalui peningkatan risiko kegagalan pengobatan (7).
Sebagai contoh, enrofloksasin menyebabkan resistensi
spesies Campylobacter terhadap FQs yang digunakan
unggas maupun manusia, oleh karens itu ENR telah
dilarang oleh US Food Drug Administration (FDA) umtuk
digunakan dalam pengobatan unggas {11).Untuk
meminimalisir risiko terpaparmya F(Q ke manusia melalui
makanan yang tertkontaminasi residu dan untuk memantau
residu FQ dalam produk asal hewan dan hasil laut, maka
sangatlah penting untuk menentukan batas maksimum
residu (BMR) atau maximum residue limits (MRLs) untuk
F(). Saat ini BMR untuk residu FQ belum diatur oleh
hanyak negara. Amerika (FDA, 2005), Eropa (Uni Eropa,
1990}, Jepang (Kementerian Pertanian, Kehutanan dan
Perikanan, 2000) dan Cina (Departemen Pertanian, 2003)
telah menentukan BMR untuk enrofloksasin, siprofloksasin
dan metabolit antara 30 dan 300 pg kg’ pada produk hasil
laut dan asal hewan (3). Sementara itu, Badan Standardisasi
Nasional {BSN) Indonesia masih mengacu pada FAO /S
WH( Expert Committee vn Food Authority (JECFA)
sebagai pedosaan untuk menentukan BMR FQ. BV untuk
enrofloksasin, siprofloksasin dan metabolit aktifnya telah
ditetapkan pada antara 100 pg kg' sampai dengan 300
ug kg! pada susu dan daging.Metode instrumen berbasis
kimia, seperti Kromatografi Cair Kinerja Tinggi (KCKT),
Liguid Chromatography-Mass Spectrometry (LC-MS)
telah banyak digunakan untuk skrining residu FQ karena
akurast dan sensitivitas vang baik. (2,5,6,10). Namun,
metode ini memeriukan waktu yang lama, biaya
operasional yang mahal, dan membutuhkan personil yang
terlatih. Metode immunochemical adalah sebuah metode
alternatif yang cepat dan sensitf seperti halnya metode
kimia berbasis instrumen, untuk skrining rutin terhadap
FQ, yang memiliki keuntungan biaya operasional yang
rendah, sehingga akan bermanfaat bagi laboratorium yang
tidak mampu menyediakan instrumen yang mahal,
terutama di negara-negara berkembang, seperti Indonesia.
Proyek penelitian ini, bertujuan untuk meningkatkan
sensitivitas dan spesifisitas antibodi untuk mendeteks:
residu FQ dalam produk hewani dan makanan laut melalui
desain dan sintesis hapten terbaru dan pengembangan
metode immunochemical (ELISA). Selain itu, dengan
meningkatkan pemantauan rutin terhadap residu FQ pada
produk pangan di Indonesia akan memastikan makanan
yang aman dan sehat dan membantu untuk meningkatkan
kapasitas perdagangan dan pertumbuhan ckonomi Indo-
nesia.
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MATERI DAN METODE
Alat, Bahan dan Metode

Bahan-bahan yang digunakan:

Enrofloksasin (ENR) dan antibiotik flucroquinolon
lain, dicyclohexylcarbodiimide (DCC), N-hydroxy-
succinimide (NHS), tert-butil ot-alanin, 4-di-{methylamino)
piridin (DMAP), N, N'-dimetilformamida {DMF) (Sigma
Aldrich, Amerika Serikat), 1-etil-3-(3-dimethylami-
nopropyl) carbodiimide hidroklorida (EDC) (Alfa Acsar),
bovine serum albumm (BSA), avalbumin (OA), Keyvhole
Limpet Hemocyanin (KLH), dan horseradish peroxidase
(HRP) (Sigma Aldrich,Amerika Serikat), tabung dialisa,
Tween 20, secondary goat anti-rabbit [gG-HRP antibody
dan Fre:md incomplete adjuvant (Sigma Aldrich, Amerika
Smkat]

Lcmpengan Kromatografi Lapn. Tipis (KLT) (Merck
Chemical Lid), silika gel H (TLC grade), alumina netral
dan celite (Sigma Aldrich, Amerika Serikar). Silika gel H
(Merck, Darmstadt, Jerman) dan pelarut untuk Nuclear
Magnetic Resonance (NMR) seperti dimetilsulfoksida
(DMSO-D,), deuteriokloroform (CD,Cl) dan oksida deu-
terium (D,0) (Cambridge L:Iba.rm’armm Isotap, Inc USA).
Alat yang digunakan: L

Konsentrasi antibodi dan sbsorbansi diukur oleh
pembaca SpectraMax® M2, multi-deteksi lempeng (Mo-
lecular Devices, Sunnyvale, California, AS). Maxisorp
polistiren 96 (Dimittis, Denmark). Nilai Rate of Flow (Rf)
mengacu pada KLT pada alumina atau silika gel 60 F,
visualisasi di bawah sinar ultra violet {UV). Proton ("H)
dan karbon (“C) dicatat pada Bruker 300 Instrumen DPX
(300 MHz). Semua electrospray ionization (ESI)
spektrometri massa {MS) spektra dilakukan pada
Hz'mr},ﬂfy:fmi Mass Spektrometry Facility (BMSF),
UNSW, Sydney, menggunakan Agilent MD-1100 ESI /
APCI LC / MS dan Monash University, Melbourne,
menggunakan Bruker-FTMS LC-MS/MS 4.7T.

Metodologi

Sintesis Hapten

Enrofloksasin dikonjugasi dengan sebuah linker dari
tert-butil e-alanin melalui gugus karboksilat dari
enrofloksasin untuk memberikan hapten enrofloksasin tert-
butil (skema 1). Selanjutnya gugus tert-butil dilepas
dengan asam trifluoroasetat {TFA) untuk menghasilkan
hapten enrofloksasin asam (skema 2) tanpa pemurnian lebih
lanjut.
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Prosedur sintesis haptetkl enrofloksasin teri-butil,

skema 1
Enrofloksasin (500me, 1,39 mmol) dilarutkan dalam '\/'\é
diklorometana, DCM (20 mL) dan didinginkan dalam |

icebath selangggls menit. Dicyclohexylecarbodiimide, |

(DCC, 574 mg, 2,78 mmol) dan dimethylaminopyridine, — HyC._ N\,) A

(DMAP, 20 mg) ditambahkan dan campuran diaduk selama

15 menit. Tert-butil o-alanine (404 mg, 2,78 mmol) | 1-gyclopropyl-i-(4 4-dimethyl-3-oxopentyl)-7-{4-ethylpiperazin-1-
kemudian ditambahkan dalam campuran diaduk = yi)-6-flugro-4-oxo-1,4-dinydroquinolie-3-carboxamide (enroficxacin
semalaman padz suhu kamar. Endapan putih tert-butyl)

dicyclohexylurea by product disaring melalui celite.

Campuran dimurnikan dengan kolom oravitasl l TFA
menggunakan zlumina netral dan etil asetat sebagai pelarut

dan fraksi elusi divapkan sampai kering dengan vakum, -

dan memberikan senyawa putih. Produk (senyawa 1) s} 0
dikonfirmasi dengan KLT, Rf = 0,45 (etil asetat). F.

Konfirmasi melalui 'H-NMR, “C-NMR dan LC-MS | N“>"0H
menunjukkan terbcntukn}'a enrofloksasin tert-butil. (I\N N ¥

]
Prosedur sintesis hapten enrofloksasin asam, skema 2 HsC. N \) A
Enrofloksasin tf:rt butil ditambahkan asam
trifluorousetar, TEA (1 ml]' diaduk pada s_u]:m lc_cama:' selama 3-(1-cyclopropyl-T-(4-3thylpiperazin-1-yl}-6-fluono-4-oxo-1,4-
() menit, Kelebihan residu TFA kemudian dikeringkan di | ginydroquinclie-3-carboxamida)propanoic acid (enroflozacin acid)
bawah vakum untuk memberikan enrofloksasin asam tanpa
tahapan pemurnian lebih lanjut. Enrofloksasin asam |
dikonfirmasi dengan KLT dengan nilai Rf = 0,13 Skema 2. Sintesis hapten enrofloksasin asam
menggunakan cluen etil asetat. Konfirmasi lebih lanjut |
menggunakan 'H-NMR, "“H-NMR dan LC-MS Prosedur konjugasi enrofloksasin dengan protein
menunjukkan keberhasilan sintesis enrofloksasin asam. Metode konjugasi yvang digunakan adalah metode
carbodiimide dengan N-hydroxysuccinimide (NHS).
Caranya ENR dilarutkan dalam DMF, kemudian DCC dan
NHS ditambahkan dalam campuran, diaduk dalam subu
m\ ’\)Lo/l/ kamar selama 24 jam. Larutan campuran ENR sclanjutnya
diteteskan sedikit demi sedikit di dalam larutan protein

B T m———

HC. N_‘/J N Bl {ovalbumin dan KLH]_dan dilbiarkan sr:malafnan pada syhu
; 4°C, Larutan konjugasi ENR-protein didialisis
Enrelicracio DCM, DCC, DMAP menggunakan larutan dapar fosfat,
RT, 24 hrs

Produksi antibodi (imunisasi)
| Imumogen disiapkan dengan mengemulsikan larutan
m “"“*’LG | konjugasi ENR-protein dengan NaCl 0,9 % (saling) dan
complete Freund adfuvant. 1 (satu) ekor kelinci putih strain
Selandia Baru diimunisasi dengan menyuntikan 1 mL

| Imunogen secara subkutan. Imunisasi berikutnya (booster)
tart-butyl 3-{1-cyclopropyl-7-(4-ethylpiperazin-1-yl)-6-fluoro-4- | dilakukan tiap bulan. Sclanjutnya darah diambil (Hleed-

ch‘___.- “-..,-'f

oxo-1, A-dihyquuinuliner:_%-c;arbnmmidu} propanoate ing) dari vena telinga marginal 7 sampai 14 hari setelah
{enrofloxacin tert-butyl) dilakukannya bouster. Serum diambil dan dipisahkan
dengan cara sentrifugasi.

Skema 1. Sintesis hapten enrofloksasin tert-butil
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Pengembangan metode ELISA

Konsentrasi optimal antigen enrofloksasin
terkonjugasi ovalbumin (ENE-OA) dan antiserum dipilih
melalui uji titrasi checkboard, yang dilakukan dengan
menggunakan antigen yang diencerkan dengan coating
buffer (larutan dapar karbonat, pH 9,6) pada pengenceran
yang bervariasi dan antis®®&@n diencerkan dengan larutan
dapar fosfat (PBS 50 mm berisi 1% fish gelatin | FG).
Prosedur untuk pengembanzan ELISA sebagal benlut:
setiap lubang plate dilapisi 100 pL larutan 10 pg mL*
antigen ENR-OA dalam larutan dapar karbonat (pH 9.6)
dan diinkubasi selama 24 jam pada suhu kamar 25°C. Plare
dicuci 3 (tiga) kali dengan air deionisasi dan dikeringkan
pada handuk atau kertas penyerap. Kemudian setiap lubang
plate diblok dengan 200 ul. larutan susu skim 3% dan
dinkubasi sclama 2 {dua)} jam pada subu kamar. Plare dicuci
kembali tiga kali dengan air detonisasi dan dikeringkan.
Selanjutnya plate diisi dengan 100 ul. larutan antiserum
{1:10.000) yang telah diencerkan dengan 1% fish gelatin-
PBS. Sctelah plate diinkubasi selama 1(satu) jam dan
dicuci, 100 ul. laretan anti-rabbit Ie(-HRFP conjugate
(1:2000 dalam 1% FG/PBS-0.05% Tween) ditambahkan
ke dalam tiap lubang plate. Plate diinkubasi selama 1 (satu)
jam pada suhu kamar dan dicuci. Selanjutnya 100 ul,
larutan substrat (1.25 mM 3,3 °5, 3 -tetramethylbenzidine
[TMB] dalam buffer asetat pH 5,0 yang mengandung
peroksida hidrogen urea) diisikan ke dalam plate dan
diinkubasi selama 30 menit pada suhu kamar. Reaksi
dihentikan dengan menambahkan 50 ul. stop solution (1.23
M asam sulfat). Absorbansi divkur pada panjang
gelombang 450 nm dan 650 nm.

Pembuatan standar kurva

Kurva kalibrasi dibuat dengan menggunakan larutan
standar enrofloksasin dengan konsentrasi 1000, 300, 100,
30,10, 3,1,0,2 dan 0,1 ng L' dalam buffer assay (50 mM
NaOH 0,5% dalam PBS pH 7.4) dan dilakukan dengan
metoda ELISA seperti yang telah dijelaskan sebelumnya.

Efck senyawa kimia terhadap kinerja ELISA

Kinerja ELISA dapat dipengaruhi oleh surfaktan,
pelarut organik, pH, matriks sampel atau larutan garam
{11). Efek dari variabel tersebut diuji dengan menganalisis
perubahan dalan: absorbansi maksimum (A ) dan IC,
dari suatu kurva standar dalam media dengan konsentrasi
yang berbeda, yaitu Tween 20 (1% FG-PBS + 0,05%
Iween 20 dan 1% FG-FPBS + 0,1% Tween 20), pelarut
organik (5, 10 dan 20% dari metanel, ctanol aseton, dan
asctonitril) dan berbagai nilai pH antara 5,5 dan 9,6,

Persiapan sampel hati ayam, susu dan udang

Sampel hati ayam, udang dan susu sampel diperoleh
dari berbagail pasar dan supermarket. Secara singkat, hati
ayam dan sampel udang yang dickstraksi dalam 20 ml
larutan dapar pengekstraksi (10% NaOH 50 mm dalam
PBS, pH 7.4) dalam shaker water-bath pada 40°C selama
15 menit dan ditkuti dengan setrifugasi pada 4.500 rpm
selama 10 menit. Supernatan dikumpulkan dan pelet
diekstraksi kembali. Supernatant dan Dblanko
dikontaminasikan (spiked) dengan enrofloksasin untuk
analisis efek matriks pengganggu. Sedangkan sampel susu
dipanaskan pada suhu 80° C selama 5 (lima) menit dan
diencerkan sebanyak 5, 10 dan 20 kah dengan PES,
kemudian i:lisentriﬁlgasi pada 4500 rpm selama 10 menit.

Spiking perolehan kEmha]li {recovery)

Peraglehan kembali ditentukan oleh spiking
enrofloksasin ke sampel hati ayam, udang dan susu dengan
konsentrasi 3, 10, 20 dan 50 ug L ",

| .

HASIL DAN PEMBAHASAN

Sintesis hapten

Senyawa dengan berat molekul (BEM) kurang dan
5.000 (5 kDa) tidak dapat menimbulkan respon imun
terhadap hewan. Untrk merangsang respon imun hewan
agar dapat menghasilkan antibodi anti-enrofloksasin maka
enrofloksasin harus terkonjugasi dengan protein pembawa,
seperti BSA, OA atau KLH.

Immunogen dan antigen disiapkan dengan
mengkonjugasikan gugus karboksilat dari enrofloksasin
dengan kelompok amino dari protein pembawa
menggunakan metode carbodiimide. Metode ini membantu
agar antil%mdi memiliki pengenalan yang lebih baik
terhadap et molekul tertentu yang berguna untuk
menin gkarn spesifisitas antibodi.

Karakterisasi antibodi

Anulrs,emm pada bleeding pertama menunjukkan ii-
ter yang lebih tinggi {10.000) dan menghasilkan antibod;
lebih spesifik daripada bleeding selanjutnya dan kemudian
dipilih untuk karakterisasi lebih lanjut dalam metode
kompetitif ELISA tidak langsung (indirect competitive
ELISA4). Sensitivitas diperiksa dengan membuat kurva
standar enrofloksasin menggunakan konsentrasi antigen
dan antiserum yang telah dioptimalkan ((Gambar 2).
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Gambar 2. Kurva inhibisi standar den imdirect competitive ELISA
terhadap enrofloksasin (rata-rata duri 25 analisis) menggunakan optimasi
antiscrum anti-enrofloksasin dan antigen enrofloksasin dengan nila 10,
adalah 118 pg 11+ 1.7 dan batas deteksi (LOD) adalah 2.4 ug L' =
0.4, + menvatakan standard deviarion (5D}
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Untuk menentukan spesitisitas antibodi, studi cross
reactivity dilakukan dengan menambahkan berbagai
pesaing (competitor) bebas atau tujuh F() lainnya pada
konsentrasi yang berbeda 0,1-1000 ug L. Reaktivitas
silang (cross reactivity) diukur dengan perbandingan 1C,
dari tiap kompetitor (tujuh FQ lainnya) dengan
enrofloksasin (Tabel 1), Seperti ditunjukkan pada Tabel
1, nilai reaksi silang sangat kecil yvang diamati untuk
senyawa uji menunjukkan anti-enrofloksasin antibodi
sangat spesifik untuk enrofloksasin (target analit). Nilai
crass reactivity vang sangat kecil ini disebabkan karena
enrofloksasin memiliki struktur kimia yang sangat berbeda
dari beberapa kompetitornya seperti danafloksasin,
sarafloksasin dan asam nalidiksat.

Tabel 1. IC,, (ug L") dan reaksi silang (% CR) enrofloksasin terhadap senyawa FQ lainnya

Senyawa-senyawa FQ Struktur Kimia FQ ICs (ug LT) | Reaksi Silang (%)
| o o
Enrofloksasin (ENR) E II:L'JL j--km 27.13 100
o
T e &
Danofloksasin (DAN) Hﬁ'}'ﬁiﬁ(ﬁﬂ] oH >1000 0.1
A
1 =
Fnoksasin (ENO) Py o >1000 <0.1
F,,-"‘-‘Tr-’\-u T:-
m_u” CHy g
e am
Sarafloksasin (SAR) P B E ~1000 0.1
.t
T
— Fi & —
Pefloksasin (PEF) Oy 1000 1.3
PN
Hye = CHy
T Asam nalidiksik TR R
Asam 1 ﬂI::L/\,Il/d\m =1000 <01
lidiksie Acid (NAL) bt NN
Lens
== 7] 5
Siprofloksasin (CIP) DO on >1000 <0.1
-“‘.N_ N
i fj\
113
Norfloksasin (NOR) XY™ >1000 <0.1
' T R
b .":I'h L s
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Efek kimia terhadap kinerja ELISA
Efck diluen

Tween20 adalah surfaktan non-ionik vang biasanya
ditambahkan ke assay buffer untuk meminimalkan nomn-
spesific binding dalam ELISA (9). Seperti dapat dilihat
pada Tabel 2, diluen tidak berdampak signifikan pada
kinerja pengujian baik scisitifitas antibodi maupun
pembentukan warna (A__). Ketika PBS digunakan sendiri
sebagai diluen tanpa menambahkan 1% FG dan Tween 20,

nilai IC,, meningkat sekitar dua kali lipat dan nilai A__,
berkurang hampir 50% dibandingkan dengan diluen
lainmya (1% FG-PBS + 0.05% Tween 20, 1% FG-PBS +
0.1% Tween 20 dan control (1% FG-PBS) . Ditemukan
hahwa Tween 20 sangat mempengaruhi pembentukkan
warna, dengan berkurangnya 0,2 hingga 0,3 unit absorbans
(AU) terhadap nilai A__. Namun, tidak ada perbedaan
pada nilai IC, dari diluen dengan dan tanpa Tween2(.

Tabel 2. Efek diluen terhadap sensitivitas antibedi dan absorban maksimum menggunakan PBS sebagai con-
trol. Nilai-nilai tersebut diperolch dari tiga kali pengulangan (triplikat, n=3), dengan standar deviasi (SD)

| ppsasp | 1% FG-PBS £ 1% FG-PBS + 1% FG-PBS +
Diluen Uji | e 3‘} SD | 0.05%Tween20 = | 0.1% Tween20
(=3 | SD (n =3) SD (n=3)
Az | 0802 1.3+0.1] 1.60.1 1.6£0.2
ICa(gLh [ 207+15 | 102+17 115+ 1.8 135415

Pengaruh pelarut organik

Efek dari pelarut organik (metanol, ¢tanel, aseton
dan asetomitril) antara 0% dan 20% dalam PBS pada ELISA
ditunjukkan pada Tabel 3. Metanol dan asetonitril
menunjukkan efek vang minimal terhadap kinerja
pengujian dibanding dengan ctanol dan asetonitril. Nilai
1C.; bertambah dari 13,1 menjadi 22,4 ug L jika
Lonsentrasi metanol meningkat dari 5% sampai 20%.

Sebaliknya, nilai IC,, menurun secara bertahap 26,3-1 8.9
ug ! apabila konsentrasi asetonitril meningkat dari 5%
sampai 20%. Sementara itu, nilai [C,, meningkat secara
dramatis lebih dari sepuluh kali ketika etanol atau aseton
dipunakan sebagai larutan wji. Efek pada pembentukan
warna diamati ketika metanol lebih besar dari 5%o. Metanol
dan asetonitril tidak mempengaruhi kinerja uji secara nyata
dan masih mampu mempertahankan sensitifitas pengujian,

Tabel 3. Efek pelarut organik terhadap sensitifitas dan absorban maksimum (A__ ) menggunakan PBS sehagai
kontrol. Nilai diperoleh dari tiga kali pengulangan (triplikat, n = 3) dengan standar deviasi (5I))

I{_s. [ Methanol = SD Acetonitrile = SD | Acctone = SD Ethanol=SD
e =3 m=3) | (n=3) (=3
E’%‘,;} | A W g T 1Cs v 1Cs
Ll ERY {Pg L-1} miAk !}l-g L-l-:' I X ul-g 1;[} max j}lg L-l}
0% " ; .
L 4 £ 0 7 ISl o) B St ; : S50 5 : A+ 00 : :
(PES) 1.4+ 0.1 11' s ol nz_nui-[lslls 02| 11117 [1.4202| 147220
5% |16+02]131+19 |09+0.1]) 263 £20]1.0£01 [107.8+1.9 09202 79.7+22
10% [1.6+0.1] 16521 [1.0£01]192£1.7 | 11202 | 1265421 [1.0402 | 104719
20% |19+0]1|224+18|1.1+0.1]189%£1.8 | 13402 ISty [12£01 | 1289+ L7
: Likedtarot | Al i e it it el Y e T
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Efel pH

(ambar 3. memperlihatkan efek pH terhadap kinerja
wji. Tidak ada perubahan yang signifikan terhadap nilai
1C,, pada pH 6,5 sampai 8,5. Hal ini memmjukkan bahwa
pe:nr-ujlan stabil dalam kisaran pH tersebut. Pada pH 5,5
dan 9.5, nilai IC,, merf¥&kat masing 3 dan 2 kali lipat.
Pada pembentukan warna (A__ ) menurun pada pH di atas
dan di bawah 7.5. pH optimum m untuk pengujian ini adalah
7.5 dan digunakan untuk pengujian selanjutnya.
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14 E
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oo #
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Gambar 3. Efek pH pada kinerja ELISA. Garis dengan
titik linckaran menunjukan absorban dan garis dengan
segitiza menunjukan IC,, terhadap pH. Nilai-nilai
tersebut diperoleh dari tiga kali pengulangan (triphikat,
n = 3) dengan standar deviasi (SD)

Matriks pengganggu
Efck matriks dalam susu

Efek matriks dalam sampel dapat mempengaruhi
sensitifitas uji serta pembentukan warna. Sampel susu
{cairan) diencerkan dengan PBS dalam faktor pengenceran
yang berbeda (1:5, 1:10, dan 1:20), diikuti dengan
pemanasan dalam water-bath pada suhu 80°C selama 5
{lima) menit. Sementara itu, sampel ayam hati dan udang
(padatan) diekstraksi tiga kali (50 mL Volume total) dtn,gan
pelarut ekstraksi (5 mM NaOH: metanol: PBS = 1| 9:90)
dalam shaker water-bath pada suhu 40°C selama 15 rm:mt

Efek matriks diuji dengan meng gunakan seri
pengenceran  enrofloksasin pada semua sampel yang
diekstraksi atau diencerkan dan membandingkan hasilnya
dengan vang diperoleh dalam pendapar PBS sebagai
kontrol. Matriks penggangu dievaluasi dengan
membandingkan absorban maksimum (A_ ) dan
sensitivitas (IC,,) sebagat indikator ikatan antara antigen-
antibodi.
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Tabel 4. Efek matrik di dalam sampel susu, hati ayam
dan udang dalam pengenceran yang berbeda terhadap
sensitifitas dan pembentukan warna (A__ ). Nilai-nila
tersebut diperoleh dari tiza kali pengulangan (triplikat,
n = 3) dengan standar deviasi (SD)

Pkt Sm_:tSD Fakier !Haﬁwu_mtﬁn' Utamp = 5D
[ =} (=3 {m=3)

il [ ca P F“;';“ ' o T T
Bl e T T e "“’lrf_Ln Mt | gl

1% | Laan] | 19 _21: 1ah | B0 .J__l_a_gg_t_r_'z M1l

T | 15902 ] 16228 | 180 [ 12402 D19 180l ] 40

’ 5 Laruzn

2818401 | 11423 p!u;ck:t@!:ﬂ_ 15401 | 1219 n}tm. 14412

PBs (@200 ] Wel7 | PBS | 13%00| (1220 18201 12£19

Seperti ditunjukkan pada Tabel 4, ketika faktor
pengenceran pada sampel susu meningkat dar 1:5 ke 1:20,
absorbansi dan sensitifitas secara bertahap mendekati
absorbansi PBS, ini menunjukkan bahwa semakin besar
faktor pengeceran semakin kecil matriks pengganggu. Oleh
kerena itu pengenceran 1:20 merupakan faktor
pengenceran yang ideal untuk melakukan tahap analisis
matriks pengganggu lebih lanjut.

Efek matriks dalam hati ayam dan udang

Pada Tabel 4, sampel vang dilarutkan dalam 20 kali
terhadap PI3S menghambat interaksi ikatan antara antigen-
antibodi, sehingga mempengaruhi nilai IC, (sensitifitas)
menurun menjadi sekitar dua kali lipat dibandingkan
dengan PBS. Sementara itu, pengenceran 50 kali terlihat
jelas menghilangkan efek matrik pengganggu di dalan
sampel hati ayam dan udang, menghasilkan sensitivitas uji
yang lebih baik yaitu 13 dan 14 ug L".

Pada pembentukan warna ditemukan bahwa
pengenceran 50 kali lipat tidak mengubah A secaranyata.
Ini menunjukkan bahwa pengenceran 50 kali sudah cukup
untuk menghilangkan gangguan dalam matriks. Campuran
50 mm natrium hidroksida, metanol, PES (1:9:90)
digunakan sebagai larutan pengekstraksi dan pengenceran
50 kali lipat kemudian digunakan untuk analisis perolehan
kembali.

Analisis perolehan kembali (recovery study)

Enrofloksasin dikontaminasikan (spiked) ke dalam
dapar PBS, larutan pengekstraksi dan sampel susu, masing
masing dengan konsentrasi 50, 100, 200 dan 500 ug L.
dan juga pada sampel hati ayam dan udang dengan
konsentrasi 250, 500, 1000 dan 2500 ug L' sepertl yang
terlihat pada Tabel 5, batas maksimum residu (BMR) FQ)
dalam pangan adalah dikisaran antara 50 dan 1000 ug kg’
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1(6). Khusus untuk enrofloksasin dan metabolitnya, BMR
antara 100 dan 300 ug ke’ pada bagian hewan yang dapat
dimakan (animal edible rissues), seafood, dan susu.
Konsentrasi akhir enrofloksasin dalam sampel setelah
pengenceran (10 kali lipat dalam susu dan 50 kali lipat
dalam hati avam dan sampel udang) adalah 5, 10, 20 dan
50ug L'
Tabel 5 menggambarkan persen perolehan kembali
% Rerovery) dengan nilal berkisar antara 64 + 3% dan
125 £ 8%, Secara keseluruhan, % perolehan kembali adalzh
baik terhadap semua sampel. Memperpanjang proses
pemanasan dan sentrifugasi sampel sebelum analisis lebih
lanjut membantu mengurangi gangguan matriks dalam
sampel.

Tabel 5. % Perolehan kembali (% Recovery)
enrofloksasin vang di spiked dalam sampel dan PBS}
sebagai kontrol. Nilai-nilai tersebut diperoleh tiga kali |
pengulangan (triplikat, n = 3) dengan standar deviasi

(SD) |

. . Honsentrasivang ferdeteksi | Recovery (%)
Koenrasi | PO ey | asD)
e o TN | Dakam sampdl T Dalam
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[~ 2 g1 148 | 264179 | 11549 ‘ §£10
Hm1xj.'a11| 500 1376 | 392363 | 49 | e4x(2
[ 1000 | (173640078 | 1057870 | 1179 106£7
R N *Ixﬂ'ﬁ 1543 | 1SHLO£M54 | Taxd | 613
30 | 1667£154 | 1850502 | 672 T4th
Udmg | 500 | 33082129 | 41692194 | 66=i | 83=d
1000 (372301 | R22£339 | 64=3 8143
| | 1693.*15_5_&5_@_1_31[#53:lSG'_S“_‘_ éris. | Mag |
KESIMPULAN

Metode kompetitif ELISA tidak langsung (indirect,
comperitive ELISA) dikembangkan untuk mendeteksi
enrofloksasin dalam sampel susu, hati ayam dan udang
dengan nilai IC,_sebesar 11,8 + 1,7 pg L. dan nilai LOD|
dari 2,4 + 0.4 pg I . Metode ELISA yang dikembangkan
ini sangat spesifik untuk mendeteksi enrolloksasin tanpa|
menyebabkan cross reaction yang bermakna terhadap|
secnyawa FQ lainnya. Tween 20 mempengaruhi
pembentukan warna cukup nyata, namun tidak
mempengaruhi sensitifitas pengujian, 5% metanol dapat
digunakan tanpa mempengaruhi sensitifitas uji. Tidak ada
perubahan signifikan terhadap nilai-nilai IC, vang diamati

pada pH 6,5-8,5 dan pH optimum pengujian adalah netral
{pH 7,4). Teknik persiapan sampel dioptimasi untuk susu,
hati ayam dan udang, menghasilkan nilai peroleh kembali
{% Recovery) yang balk antara 64 £ 3% dan 125 + 8%.
Metode ELISA ini dapat diadopsi untuk skrining rutin
residu enrofloksasin pada produk hewani dan makanan
hasil laut. Studi ini juga membantu untuk memastikan
makanan yang aman dan schat bagi publik dan
meningkatkan kapasitas perdagangan dan pertumbuhan
ekonomi Indonesia.
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