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ABSTRACT

STUDY PHARMA COKINETICS AND TISSUE DISTRIBUTION OF
ENROFLOXACIN FOLLOWING SINGLE DOSE ORAL
ADMINISTRATION IN NORTH AFRICAN CATFISH Clarias gariepinus
(BURCHELL, 1822)

By

ALFIN APRIANISTIA

The pharmacokinetics and tissue distribution of enrofloxacin were determined in
north african catfish (Clarias gariepinus), after oral administration of a single
dose of 10 mg/kg body weight of enrofloxacin. Plasma and fish tissue samples,
namely muscle and liver, were taken at 1/2, 1, 2, 4, 8, 12, and 24 hours after drug
administration. Determination of enroloxacin concentration using high perfor-
mance liquid chromatography (HPLC) method. The maximal concentrations
(Cmax) in plasma, liver and muscle were 0,529; 2,541; 5,334 ng/mL and the time
required to reach these concentrations (tmax) were 4, 1, and 8 hours. The ti2 values
in some tissues were: 10 hours in plasma, 10 hours in liver, and 11 hours in mus-
cle with a volume of distribution value of 1,875 1/kg, which meant enrofloxacin
was widely distributed in tissues. After oral administration, the concentration of
enroloxacin in plasma and tissue was far above the minimum inhibitory concen-
tration (MIC) for 4. hydrophila bacteria that had been isolated from north african
catfish which was 0,06 mg/L. The pharmacokinetic/pharmacodynamic index of
floroquinolone antibiotics from AUC/MIC or Cmax/MIC, enrifloxacin dosage
regimen of 10 mg/kg body weight had a positive therapeutic effect on A. hydroph-
ila infection.

Keywords: enrofloxacin, minimum inhibitory concentration (MIC),
pharmacokinetics



ABSTRAK

STUDI FARMAKOKINETIK DAN DISTRIBUSI JARINGAN
ENROFOXACIN DOSIS TUNGGAL SECARA PER ORAL PADA IKAN
LELE DUMBO Clarias gariepinus (BURCHELL, 1822)

Oleh

ALFIN APRIANISTIA

Farmakokinetik dan distribusi jaringan enrofloksasin ditentukan pada lele dumbo
(Clarias gariepinus), setelah pemberian enrofloksasin dosis tunggal 10 mg/kg be-
rat badan secara oral. Sampel plasma dan jaringan ikan yakni otot dan hati diambil
pada 1/2, 1, 2, 4, 8, 12, dan 24 jam setelah pemberian obat. Penentuan konsentrasi
enrofloksasin menggunakan metode kromatografi cair kinerja tinggi (KCKT).
Konsentrasi maksimal (Cmaks) pada plasma, hati dan otot secara berturut-turut
0,529; 2,541; 5,334 ng/mL dan waktu yang diperlukan untuk mencapai konsen-
trasi tersebut (tmaks) adalah 4, 1, dan 8 jam. Nilai t;» di beberapa jaringan adalah:
10 jam di plasma, 10 jam di hati, dan 11 jam di otot dengan nilai volume distribusi
sebesar 1,875 I/kg, yang berarti enrofloksasin didistribusikan secara luas pada ja-
ringan. Setelah pemberian oral, konsentrasi enrofloksasin pada plasma dan jaring-
an jauh di atas konsentrasi hambat minimum (MIC) untuk bakteri 4. hydrophila
yang telah diisolasi dari ikan lele dumbo yaitu 0,06 mg/L. Indeks farmakokinetik/
farmakodinamik antibiotik golongan floroquinolon dari AUC/MIC atau Caks/MIC
rejimen dosis enrofloksasin 10 mg/kg berat badan memiliki efek terapeutik positif
pada infeksi 4. hydrophila.

Kata kunci: enrofloksasin, farmakokinetik, konsentrasi hambat minimum (MIC)
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I. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Lele dumbo (Clarias gariepinus) merupakan salah satu jenis ikan air tawar yang
memiliki nilai ekonomi tinggi. Lele dumbo sudah banyak dibudidayakan karena
memiliki kemampuan reproduksi yang baik dan memiliki nilai gizi tinggi (Ke-
menterian Kelautan dan Perikanan, 2014). Dari tahun ke tahun produksi lele dum-
bo mengalami kenaikan. Budi daya lele dumbo berkembang pesat karena dapat
dibudidayakan pada lahan sempit dan sumber air yang terbatas dengan padat tebar
tinggi, teknik budi daya mudah dikuasai oleh masyarakat, pemasaran mudah, serta
modal usaha yang relatif rendah (Manik ef al., 2022). Intensifikasi budi daya ikan
lele dumbo ditandai dengan peningkatan padat tebar yang diikuti dengan pening-
katan penggunaan pakan, hal ini dapat mengakibatkan ikan menjadi stres sehingga

memicu timbulnya penyakit.

Serangan bakteri patogen yang menyebabkan penyakit pada ikan merupakan salah
satu permasalahan serius bagi petani lele dumbo, karena berpotensi menimbulkan
kerugian yang tidak sedikit. Serangan bakteri mengakibatkan menurunnya kuali-
tas otot ikan yang terinfeksi karena luka atau borok sehingga mengurangi minat
konsumen, bahkan bakteri patogen dapat mengakibatkan peningkatan kematian
ikan hingga 50-100% (Prayogi et al., 2016). Untuk pencegahan atau pengobatan
dibutuhkan antibiotik yang efektif melawan bakteri patogen (Chowdhury et al.,
2022).

Pemberian antibiotik yang tidak tepat dapat membuat ikan mengalami resistensi
antibiotik. Hal ini berbahaya jika ikan tersebut dikonsumsi manusia karena kan-
dungan residu yang terdapat pada otot ikan masuk ke dalam tubuh, kondisi
Tersebut sama halnya dengan mengonsumsi antibiotik ketika tidak sedang sakit
(Lusiastuti, 2021). Ketepatan penggunaan antibiotik merupakan salah satu faktor
penentu keberhasilan terapi pada ikan yang terinfeksi bakteri (Setiawan et al.,

2019). Golongan antibiotik yang diperbolehkan untuk digunakan pada bidang



akuakultur yaitu: tetrasiklin, oksitetrasklin, chlortetrasiklin, enrofloksasin, eri-

thromisin, dan sulfadiazin (Lusiastuti, 2021).

Enrofloksasin (ENR) merupakan antibiotik golongan fluorokuinolon yang bersifat
bakterisida melalui penghambatan DNA-gyrase, efektif melawan bakteri Gram
positif, bakteri Gram negatif, mikoplasma dan telah mendapat perhatian yang be-
sar karena potensi khasiatnya untuk pengobatan penyakit pada ikan. Menurut
Shan (2018) enrofloksasin berfungsi sebagai pengobatan lini terakhir dalam bi-
dang akuakultur, karena obat tersebut telah terbukti efektif melawan bakteri pato-
gen seperti Aeromonas salmonicida, Aeromonas hydrophila, vibrio anguillarum,
Yersinia sp, dan Renibacterium salmoninarum. Studi farmakokinetik enrofloksa-
sin pada plasma telah dilakukan pada beberapa spesies ikan seperti ikan mas cru-
cian (Carassius carassius), nila (Oreochromis niloticus), croaker kuning besar
(Pseudosciaena crocea R.), gabus (Channa striata), trout coklat (Salmo trutta
fario) dan salmonids (Sa/monidae). Selain studi farmakokinetik tersebut, distri-
busi jaringan enrofloksasin juga telah dilaporkan pada spesies akuakultur, seperti
ikan gabus utara (Channa argus), trout pelangi (Oncorhynchus mykiss), kakap

hitam (Micropterus salmoides), dan pacu (Colossoma macropomum) (Yang et al.,

2022).

Metode berbasis model dan simulasi banyak digunakan di sebagian besar bidang
terapeutik dan memberikan gambaran kuantitatif tentang perjalanan waktu efek
obat, yang menawarkan potensi besar untuk mencapai terapi obat yang lebih opti-
mal. Pemodelan farmakokinetik-farmakodinamik (PK/PD) dapat digunakan untuk
mendeteksi PK/PD (Nielsen et al., 2011). Farmakokinetik obat menggambarkan
perubahan konsentrasi obat persatuan waktu setelah pemberian dosis obat tertentu.
Perubahan dari konsentrasi obat tersebut terjadi sebagai akibat dari empat proses
kinetik yang umumnya dikuantifikasi dengan menggunakan rumus tertentu, yaitu:
absorpsi, distribusi, metabolisme dan eliminasi (Setiawan et al., 2019). Secara his-
tologis, Minimum Inhibitory Concentration (MIC) telah menjadi indikator farma-
kodinamik utama yang digunakan dalam memandu dosis obat antibakteri (Nielsen
etal., 2011).



Sifat farmakokinetik enrofloksasin pada ikan telah dipelajari oleh beberapa penu-
lis di berbagai jenis ikan. Hasil pada penelitian menunjukkan bahwa kinetika plas-
ma dan jaringan dapat dipengaruhi oleh spesies ikan, kondisi tubuh, cara pembe-
rian, suhu air, dan faktor lingkungan lainnya (Yang et al., 2022). Baik itu farma-
kokinetik maupun distribusi jaringan enrofloksasin belum diketahui pada ikan lele
dumbo. Pada umumnya jenis antibiotik enrofloksasin yang beredar di pasaran di-
gunakan sesuai dengan dosis yang sudah ditentukan (mg/kg pakan). Hal ini dika-
takan tidak efektif karena dosis obat mg/kg pakan tidak sesuai dengan kebutuhan
banyaknya biomassa. Dalam penelitian dosis obat yang digunakan untuk pengu-
jian sesuai dengan bobot biomassa untuk memenuhi kebutuhan dari ikan uji. Oleh
karena itu, pengujian dilakukan untuk mengetahui apakah penggunaan dosis obat
sesuai dengan mg/kg bobot biomassa efektif digunakan dalam pengobatan atau
tidak. Penelitian ini diharapkan mampu menjawab keluhan dari petani lele dumbo
yang mempertanyakan efektivitas penggunaan antibiotik untuk terapi ikan serta
tanggung jawab untuk menggunakan obat ikan secara efektif dan mencegah

resistensi bakteri terhadap antimikroba.

1.2 Tujuan Penelitian
Penelitian ini bertujuan untuk mengevaluasi kinetika disposisi enrofloksasin sete-

lah pemberian dosis tunggal 10 mg/kg berat badan secara oral.

1.3 Manfaat Penelitian
Penelitian in1 memiliki manfaat sebagai informasi mengenai gambaran profil far-
makokinetik enrofloksasin serta tanggung jawab penggunaan obat ikan secara

efektif kepada masyarakat luas terutama pada pembudi daya lele dumbo.

1.4 Kerangka Pikir

Lele dumbo merupakan salah satu komoditas air tawar yang memiliki prospek
cukup besar dalam pengembangannya baik pada kegiatan pembenihan maupun
pembesaran. Komoditas unggul air tawar ini banyak dibudidayakan karena proses
pertumbuhannya yang cepat, mampu toleransi terhadap parameter lingkungan

yang luas dan mudah untuk dibudidayakan serta memiliki permintaan pasar yang



tinggi. Bakteri patogen yang menyebabkan penyakit pada ikan merupakan salah
satu permasalahan serius bagi pembudi daya lele dumbo, karena hal tersebut dapat
berpotensi menimbulkan kerugian yang tidak sedikit bagi pembudi daya ikan. Se-
lain itu, tanggung jawab untuk menggunakan obat secara efektif dan mencegah
resistensi bakteri terhadap antimikroba. Untuk mengurangi kerugian tersebut di-
butuhkan antibiotik yang efektif melawan bakteri patogen. Golongan antibiotik
yang dapat digunakan sesuai dengan izin keputusan Menteri Kelautan dan Peri-
kanan Republik Indonesia yaitu tetrasiklin, makrolida, fluoroquinolon, dan sulfo-
namid. Enrofloksasin merupakan antibiotik golongan fluorokuinolon yang efektif
melawan bakteri Gram positif, bakteri Gram negatif, dan mikoplasma. Dosis enro-
floksasin memengaruhi keefektifan antibiotik dalam pengobatan. Berikut Gambar
1 diagram alir dari kerangka penelitian yang dapat menjelaskan uraian di atas,

sebagai berikut:



Budi daya ikan lele dumbo (Clarias geriepinus)

l

Bakteri patogen

l

Pengobatan dengan antibiotik (enrofloksasin)

! }

Keluhan pembudi daya mengenai Kesesuaian penggunaan dosis
efektivitas penggunaan antibiotik antibiotik

I l

l

Pengujian farmakokinetik
I

Parameter Uji:

Konstanta eliminasi

Uji konsentrasi Kadar maksimum (Cinaks)

hambat Waktu puncak (tmaks)
minimum Area under curve (AUC)
(MIC) AUC «©
Waktu paruh (tv,)
Volume distribusi (Vd)

l

Analisis data

Gambar 1. Kerangka pikir penelitian



I1. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Biologi Lele Dumbo (Clarias gariepinus)

2.1.1 Klasifikasi
Lele dumbo merupakan salah satu komoditas ikan air tawar yang memiliki nilai
ekonomi tinggi dan cukup populer di kalangan masyarakat. Klasifikasi pada lele

dumbo menurut Froese & Pauly (2023) adalah sebagai berikut:

Kingdom : Animalia

Filum : Chordata

Kelas : Pisces

Ordo : Ossriophyyci
Famili : Clariidae

Genus : Clarias

Spesies : Clarias gariepinus

Lele dumbo merupakan ikan yang berasal dari benua Afrika dan pertama kali ma-
suk ke Indonesia pada tahun 1984. Lele dumbo memiliki beberapa kelebihan se-
perti pertumbuhan yang cepat, memiliki sifat mudah beradaptasi dengan lingkung-
an, rasanya yang enak, kandungan gizi tinggi dan harganya lebih terjangkau. Lele
dumbo sebagai komoditas perikanan yang banyak dibudidayakan oleh masyarakat

karena mempunyai prospek pasar yang bagus (Lalu ef al., 2023).

2.1.2 Morfologi dan Habitat

Lele dumbo merupakan salah satu jenis ikan yang memiliki lendir berlebih se-
hingga kulitnya dikenal licin, tidak bersisik, dan mempunyai organ arborescent
yaitu alat pernapasan tambahan untuk mampu bertahan hidup dalam kondisi oksi-

gen yang minimum seperti pada lumpur. Menurut (Manik et al., 2022) lele



memiliki warna kulit kehitaman atau keabuan serta memiliki bentuk badan yang
memanjang pipih (depressed), bentuk kepala pipih, dan memiliki empat pasang

kumis yang memanjang sebagai alat peraba (Gambar 2).

Badan

Sirip perut
p Sirip dada

Kepala

Kumis

Gambar 2. Morfologi lele dumbo(Clarias gariepinus)
Sumber: Warseno (2018)

Lele dumbo memiliki habitat di perairan tawar. Sungai yang airnya tidak terlalu
deras atau perairan yang tenang seperti danau, waduk, telaga, rawa serta genangan
kecil seperti kolam, merupakan lingkungan hidup lele (Manik et al., 2022). Lele
bersifat nokturnal, yaitu aktif bergerak mencari makan pada malam hari. Pada si-
ang hari, lele berdiam diri dan berlindung di tempat-tempat gelap. Di alam lele
memijah di musim penghujan (Warseno 2018). Kualitas air yang baik untuk par-
tumbuhan dan perkembangbiakan lele berkisar antara 20-30°C dengan suhu opti-
mal 27°C kandungan oksigen terlarut > 3 ppm, pH 6,5-8 dan NH3 sebesar 0,05
ppm. Lele digolongkan ke dalam kelompok ikan omnivora (pemakan segala) dan

mempunyai sifat scavenger, yaitu ikan pemakan bangkai (Manik et al., 2022).

2.2 Pakan

Pakan merupakan faktor yang memegang peranan penting dalam menentukan
keberhasilan usaha budi daya perikanan. Pakan dapat memengaruhi aktivitas dan
pertumbuhan ikan sehingga pakan yang diberikan harus memenuhi standar gizi
dan mempunyai komposisi gizi lengkap seperti protein, lemak, karbiohidrat, vita-

min, dan mineral. Pakan yang mamiliki kualitas baik adalah pakan yang memiliki



ukuran sesuai dengan bukaan mulut, dan mudah dicerna sehingga dapat mening-
katkan pertumbuhan. Aroma dari pakan ikan juga dapat merangsang nafsu makan
ikan. Unsur hara yang sesuai dengan kebutuhan ikan dapat meningkatkan efesien-
si pakan, sehingga dapat mengurangi adanya pencemaran karena sisa pakan yang

terbuang di dalam air (Dewanggani et al., 2021).

Pakan ikan ada dua macam yaitu pakan alami dan pakan buatan. Pakan alami me-
rupakan makanan yang keberadaannya tersedia di alam, sedangkan pakan buatan
merupakan percampuran dari bahan-bahan alami dan bahan olahan yang selanjut-
nya dilakukan proses pengolahan serta dibuat dalam bentuk tertentu sehingga ter-
cipta daya tarik ikan untuk memakannya (Rihi., 2019). Pakan buatan biasa disebut
pelet. Karakteristik mutu pakan yang baik mengacu pada Standar Nasional Indo-
nesia (SNI) tahun 2006 pada tahap pembesaran ikan yaitu mengandung protein
minimal 25%, lemak minimal 5%, serat kasar (<8%), abu (<13%), dan air (<12%)

dengan ukuran diameter pakan 2-3/3-4 mm.

2.3 Enrofloksasin

Enrofloksasin merupakan kelompok antimikroba golongan fluorokuinolon spek-
trum luas yang memiliki aktivitas terapeutik terhadap bakteri Gram negatif dan
Gram positif serta Mycoplasma spp. Enrofloksasin memiliki efek bakterisidal de-
ngan cara menghambat aktivitas enzim DNA Gyrase (topoisomerase II) dan topoi-
somerase [V bakteri. Pada spesies mamalia dan nonmamalia, enrofloksasin di
dealkilasi menjadi ciprofloksasine yang menunjukkan potensi dan aktivitas serupa
dengan enrofloksasin. Sifat yang dimiliki enrofloksasin seperti penyerapan yang
baik, volume distribusi yang besar, bioavailabilitas yang tinggi, dan waktu paruh
terminal yang panjang menjadikan enrofloksasin golongan fluorokuinolon ini

banyak digunakan pada ikan (Uney et al., 2021).

Mekanisme kerja enrofloksasin mengandung ikatan fluor yang didukung oleh
struktur kimianya. Gugus fluoride memiliki sifat neurotoksik dan obat yang me-
nempel pada gugus fluoride dapat berpenetrasi ke dalam jaringan yang sensitif

seperti pada otak. Sifat neurotoksik yang kuat menjadikan fluoride memiliki
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kemampuan dalam menembus blood-brain barrier. Selain itu flouride juga meng-
ganggu sintesa kolagen dan dapat merusak sistem imun dengan cara menghabis-
kan persediaan energi dan menghambat pembentukan antibodi di dalam darah
(Widiyanti et al., 2019). Enrofloksasin bersifat kemoterapi dan pertama kali
disintesis pada tahun 1983 dari asam nalidiksat. Secara kimia, enrofloksasin dide-
finisikan sebagai asam kuinolon monokarbosilat yang merupakan asam 1,4-dihy-
dro kuinolin-3-karboksilat yang didistribusi oleh asam oxo gugus 4-etilpipe-razin-
1-il pada posisi 7, dengan formula molekul C19H20FN30O3 dan berat molekul 359,3
gram/mol serta memiliki nilai titik lebur 220°C berbentuk kristal dengan warna
kuning pucat (Grabowski ef al., 2022).

2.4 Farmakokinetik Enrofloksasin

Farmakokinetik obat menggambarkan perubahan konsentrasi obat per satuan wak-
tu setelah pemberian dosis obat tertentu (Patel & Kirkpatrick, 2018). Perubahan
pada konsentrasi obat tersebut terjadi sebagai akibat dari empat proses kinetik
yaitu: absorpsi, distribusi, metabolisme, dan eliminasi. Proses farmakokinetik ber-
gantung pada rute administrasi, formulasi, spesies hewan, kondisi tubuh, umur he-
wan, dan status fisiologis (Widiyanti et al., 2019). Proses absorpsi menggambar-
kan perpindahan obat dari tempat obat diberikan. Obat masuk ke dalam tubuh me-
lalui per oral, intramuscular atau intravena, kemudian diabsorpsi ke sistem sirku-
lasi sistemik yakni pembuluh darah. Volume distribusi (Vd) obat ditentukan oleh
sifat obat. Obat dengan sifat lipofilik memiliki volume distribusi yang besar kare-
na mampu terdistribusi ke jaringan adiposa dan intraseluler. Adapun volume dis-
tribusi obat dengan sifat hidrofilik lebih kecil karena hanya didistribusikan ke area
interstitial, yakni cairan ekstraseluler. Golongan antibiotik yang bersifat hidrofilik,
antara lain: B-laktam, aminoglikosida, dan glikopeptida, sedangkan antibiotik
yang bersifat lipofilik antara lain: florokuinolon dan makrolida (Setiawan et al.,

2019).

Enrofloksasin dimetabolisme di dalam hati melalui de-ethylation dari grup cincin
piperazin. Enrofloksasin menghasilkan metabolit siprofloksasin di dalam tubuh

hewan yang mempunyai gugus ethyl pada cincin piperazin. Setelah proses
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metabolisme, maka obat akan diekskresikan dan dieliminasi ke dalam tubuh (Wi-
diyanti ef al., 2019). Efek antibakteri enrofloksasin bergantung pada konsentrasi
dan in-deks farmakokinetik (PK) dan farmakodinamik (PD) yang digunakan un-
tuk menentukan aktivitas antimikroba (Uney et al., 2021). Indeks PK-PD telah
menjadi strategi yang signifikan untuk memberikan rejimen dosis yang optimal
dalam mencegah masalah resistensi, karena dapat membangun hubungan antara
konsetrasi obat, efek antimikroba, dan waktu. Indeks PK-PD berdasarkan perhi-
tungan ilmiah dapat memberikan rejimen dosis dan interval dosis yang optimal

(Liu et al., 2021).

PK-PD memiliki tiga indeks yang terbukti memiliki keterkaitan dengan efektivitas
penggunaan antibiotik, yaitu: rasio antara konsentrasi antibiotik maksimum diban-
dingkan dengan nilai MIC (Cmax/MIC); rasio antara area di bawah kurva konsen-
trasi antibiotik per satuan waktu selama interval waktu 24 jam dibandingkan de-
ngan nilai MIC (AUCo-24/MIC); dan persentase waktu dalam suatu interval dosis
pemberian dimana konsentrasi antibiotik berasa di atas nilai MIC (%t-mic) (Setia-
wan et al., 2019). Di bawah merupakan ilustrasi untuk menggambarkan masing-
masing PK-PD target (Gambar 3).

Konsentrasi (mg/L)

Waktu (jam)

Gambar 3. Ilustrasi parameter farmakokinetik-farmakodinamik antibiotik
Sumber: Setiawan et al. (2019)
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2.5 Konsentrasi Hambat Minimum (MIC)

Konsentrasi hambat minimum (MIC) merupakan konsentrasi terendah dari agen
antibakteri yang dinyatakan dalam mg/L (ug/mL) dimana dalam kondisi in vitro
dikontrol secara ketat, sepenuhnya mencegah pertumbuhan strain uji suatu orga-
nisme. Ada dua metode yang digunakan dalam penentuan MIC, yaitu metode
pengenceran (delution) dan metode gradien. Untuk menentukan nilai MIC pada
metode delution, semua metode kuantitatif menggunakan metode Mueller-Hinton
(MH) baik dalam bentuk agar (MHA) atau broth (MHB). Antibiotik juga diperlu-
kan pada suatu zat yang memerlukan pelarut awal untuk mendapatkan larutan stok
dan kemudian pengenceran untuk mendapatkan konsentrasi awal yang sesuai. Se-
perti halnya zona, penghambatan pertumbuhan bakteri pada metode kualitatif,
nilai MIC berfungsi sebagai dasar untuk menilai kategori kerentanan atau resisten-
si patogen terhadap antibiotik tertentu (Kowalska-Krochmal & Dudek-Wicher,
2021).

Nilai MIC dianggap penting dalam optimalisasi terapi antibiotik yang ditargetkan,
namun untuk tujuan penelitian ini obat harus dianalisis bersamaan dengan para-
meter farmakokinetik (PK) yang menggambarkan nasib obat dalam organisme
inang. Parameter PK di antaranya volume distribusi (Vd), waktu paruh eliminasi
(t12), jarak bebas (CL), konsentrasi maksimal (Cmaks), konsentrasi minimal (Ciin),
dan area under curve (AUC). Untuk menentukan indeks PK/PD maka hasil peng-
ukuran MIC harus diketahui pada waktu yang sama dengan konsentrasi antibiotik
plasma setelah pemberian. Persyaratan ini ditentukan oleh tingginya dinamika
perubahan konsentrasi obat seiring waktu setelah pemberian, sedangkan nilai MIC

bersifat statis (Kowalska-Krochmal & Dudek-Wicher, 2021).



III. METODOLOGI PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat

Kegiatan penelitian ini dilaksanakan pada Maret - Mei 2023, di Laboratorium
Obat dan Residu dan Instalasi Bioassay, Balai Pengujian Kesehatan Ikan dan
Ling-kungan (BPKIL) Serang, Desa Umbul Tanjung, Kecamatan Cinangka,

Kabupa-ten Serang, Provinsi Banten.

3.2 Alat dan Bahan
Alat yang digunakan dalam penelitian ini disajikan pada Tabel 1 sebagai berikut:

Tabel 1. Alat-alat penelitian yang digunakan

No. Nama Alat Fungsi / Kegunaan

1.  Bak fiber kapasitas 3 ton Sebagi wadah untuk ikan uji.

2. Ember Wadah penampung sementara bagi ikan
uji.

3. Serokan Menggambil ikan uji.

4.  Waring Melindungi bak fiber dari predator.

5. Plastik zeeplock Sebagai wadah sampel.

6. Baki Mengawetkan sampel yang telah diambil.

7. Freezer Wadah sampel.

8. Alattulis Menamai sampel.

9.  Blender Untuk menghaluskan sampel.

10. Spatula Mengambil bahan padat maupun serbuk.

11. Pisau bedah Mengiris jaringan atau organ target.

12.  Pinset anatomis Membantu pengambilan organ target.
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Tabel 1. Alat-alat penelitian yang digunakan (lanjutan)

No. Nama Alat Fungsi / Kegunaan

13.  Microtube Sebagai wadah plasma.

14. Tabung centrifuge 15 mL Sebagai wadah sampel organ target.

15. Tabung centrifuge 50 mL Sebagai wadah sampel otot.

16.  Micropipet Memindahkan larutan atau cairan.

17.  Centrifuge Sebagai alat pemisah molekul suatu larutan
antara yang terlarut dengan organel yang
mengendap.

18. Timbangan analitik Untuk mengukur massa akurat dalam
kisaran submiligram.

19. Kamera Mendokumentasikan kegiatan.

20. Rak tube Tempat untuk meletakkan rak tube.

21. Botol vial 2mL Sebagai tempat sampel yang akan diuji.

22.  Unit filter syringe Menyaring sampel dari tabung suntik.

23.  Mini vortex mixer Mencampur larutan yang ada di dalam
tabung centrifuge atau tube.

24.  Sonicator bath Untuk melarutkan larutan.

25. Lemari asam Mengurangi paparan gas berbahaya.

26. Alat HPLC Pengujian sampel.

27. Syringe 10 mL Untuk menarik darah ikan uji.

28. Sodium heparin fube Sebagai antikoagulans.

29. Aerator Membantu melarutkan oksigen yang ada di
udara ke dalam air kolam.

30. pH meter Mengukur kadar pH di dalam air.

31. DO meter Untuk mengukur kandungan oksigen
terlarut di dalam air.

31. Sarung tangan Melindungi tangan agar tidak kontak
langsung dengan bahan berbahaya.

32. Masker Melindungi hidung dan mulut yang bisa

menjadi jalan masuknya gas kimia
berbahaya atau bahan-bahan berbahaya.
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Bahan yang digunakan dalam penelitian ini disajikan pada Tabel 2 sebagai

berikut;

Tabel 2. Bahan-bahan penelitian yang digunakan

No. Nama Bahan Fngsi / Kegunaan
1. Ikan lele dumbo ukuran Sebagai ikan uji.
panjang 13-17 cm

2. Parafilm Sebagai penutup mulut fube agar cairan
yang ada didalam tabung tidak tumpah.

3. Tisu Kertas pembersih.

4.  Kertas label Untuk memberi nama sampel.

5. Selotip Sebagai pelekat kertas label.

6.  Akuades Untuk membilas, mencampurkan, dan
melarutkan bahan.

7. Alkohol 70% Untuk mensterilkan permukaan.

8. Air Sebagai media pemeliharaan ikan.

9.  Label Untuk memberi tanda pada sampel.

10. MeOH Digunakan untuk fase gerak.

11. Obat antibiotik Sebagai bahan uji.

12. Pakan Untuk perlakuan obat secara oral dan
pemeliharaan.

13. Perekat / binder Untuk merekatkan obat pada pakan.

14. Sabun Untuk membersihkan wadah atau alat.

15. Media MHB Sebagai media isolasi universal.

16. CAN Sebagai fase gerak.

17. Asam format 1% Digunakan untuk fase gerak.

18.  Metanol 70% Sebagai pelarut standar.

19.  Akuabides saring Untuk melarutkan formic acid.

3.3 Rancangan Penelitian

Penelitian ini dilakukan menggunakan metode eksploratif, yaitu metode penelitian

yang menggali secara luas mengenai sebab-sebab yang memengaruhi terjadinya
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sesuatu (Janah et al., 2018). Metode eksploratif bertujuan untuk menyelidiki suatu
masalah atau situasi untuk mendapatkan pengetahuan dan pemahaman yang baik.
Dengan menggunakan metode penelitian eksploratif, pengambilan data dilakukan

dengan pengamatan, pengujian, observasi, dan dokumentasi.

3.4 Persiapan Penelitian

3.4.1 Persiapan Wadah

Wadah pemeliharaan lele dumbo menggunakan bak fiber berkapasitas 2 ton de-
ngan diameter 2 m dan tinggi 100 cm. Bak fiber disiram menggunakan kaporit
yang sudah dilarutkan dengan air dan didiamkan selama 24 jam, untuk membunuh
bakteri patogen sisa pemeliharaan sebelumnya. Kemudian dibersihkan dan dike-
ringkan, lalu diisi air setinggi 30 cm, diaerasi dan diendapkan selama 2 hari. Bak

fiber yang digunakan untuk penelitian ini dapat dilihat pada Gambar 5 berikut:

Gambar 4. Desain penetapan bak fiber

3.4.2 Persiapan Ikan
Lele yang digunakan sebagai hewan uji berukuran panjang 13-17 cm dengan bo-
bot rata-rata 50 g/ekor sebanyak 100 ekor ikan diperoleh dari pembenih ikan di

Cilegon Banten.

3.4.3 Persiapan Pakan Terapi

Persiapan pakan terapi dilakukan menggunakan metode coating. Pakan komersil
dengan kandungan protein 33% ditimbang sebanyak 150 g. Pemberian dosis enro-
floksasin pada ikan sebesar 10 mg/kg biomassa, dan binder sebanyak 0,5%. Enro-
floksasin dan binder dilarutkan menggunakan akuades sebanyak 15 mL hingga
homogen. Hasil larutan enrofloksasin dimasukkan ke dalam baskom yang berisi
pakan sedikit demi sdikit dan aduk hingga homogen. Hasil coating pakan dike-
ringanginkan, kemudian dimasukkan ke dalam plastik zeeplock untuk mempermu-

dah pemberian pakan.
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3.5 Pelaksanaan Penelitian

3.5.1 Aklimatisasi

Aklimatisasi ikan bertujuan untuk memberikan kesempatan pada ikan uji untuk
menyesuaikan dengan kondisi penelitian. Ikan diaklimatisasi selama 12 hari hing-
ga kondisinya stabil dengan nafsu makan yang tinggi dan tidak terjadi kematian.
Ikan diberi pakan dengan kandungan protein 33% pada pagi dan sore hari secara

ad satiation.

3.5.2 Pemberian Pakan Terapi

Ikan diberi pakan terapi sesuai dengan feeding rate 3% dengan cara sedikit demi
sedikit hingga pakan habis. Pakan terapi diberikan sekali sebelum pengambilan
sampel dengan tujuan agar pakan yang dikonsumsi dapat masuk ke dalam jaringan

tubuh ikan.

3.5.3 Pengambilan Sampel

Kegiatan sampling dilakukan untuk melihat pengaruh dari pemberian pakan tera-
pi. Sampling dilakukan sebanyak 7 (tujuh) kali dengan masing-masing pengambi-
lan sampel ikan sebanyak 10 ekor. Sampling dilakukan pada saat 30 menit setelah
pemberian pakan terapi. Pada jam ke 0,5 diambil sampel darah ikan minimal 4mL,
dimasukkan ke dalam tabung yang mengandung sodium heparin untuk mencegah
pembekuan. Kemudian dilakukan nekropsi untuk mengambil organ target lainnya,
yaitu otot dan hati untuk selanjutnya dilakukan pengujian farmako-kinetik. Dila-

kukan hal yang sama padajamke 1;2;4 ;8 ;12 ; dan 24.

3.6 Pengukuran Kualitas Air

Pengukuran kualitas air bertujuan untuk menjamin kualitas air yang diinginkan
sesuai peruntukannya agar tetap dalam kondisi alamiahnya. Pengukuran kualitas
air meliputi suhu, pH, oksigen terlarut, dan parameter kimia air yaitu nitrit dan
amonia yang dilakukan di pagi hari sebelum sampling dilakukan. Prosedur
parameter kualitas air sebagai berikut:

1. Proses pengecekan suhu dan oksigen terlarut air menggunakan DO meter de-

ngan cara dicelupkan bagian sensor DO meter ke dalam bak berisi ikan uji,
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setelah beberapa menit diamati kualitas air yang tertera pada alat, kemudian
dicatat.

Pengukuran pH menggunakan pH meter dilakukan dengan cara dimasukkan
bagian sensor pH meter ke dalam air, lalu pH meter dihidupkan, ditunggu be-
berapa saat sampai angka pada pH meter muncul, lalu dicatat.

. Parameter nitrat dan amonia dilakukan pengecekan dengan cara mengambil
sampel air dari bak pemeliharaan ikan uji, dan dilakukan pengecekan di Labo-
ratorium Kualitas Air, Balai Pengujian Kesehatan Ikan dan Lingkungan Se-

rang.

3.7 Uji in vitro

3.7.1 Pembuatan Campuran Bakteri

Pembuatan larutan bakteri bertujuan untuk memudahkan dalam proses pengujian

MIC (minimum inhibitory concentration). Proses pembuatan larutan bakteri dila-

kukan dengan cara:

1. Larutan fisiologis dimasukkan ke dalam tabung reaksi sebanyak 3 mL, kemu-

dian dilakukan pengecekan menggunakan alat turbidimeter untuk mengetahui
kadar/nilai kekeruhan.

. Aeromonas hydrophila yang telah diisolasi dan diinkubasi selama 24 jam di-
ambil menggunakan micropipet, dan dimasukkan ke dalam larutan fisiologis
hingga nilainya mencapai 0,55 mcf.

. Aeromonas hydrophila dihomogenkan dengan menggunakan micropipette
sampai bakteri homogen di dalam larutan fisiologis.

Larutan bakteri dilakukan pengeceran sebanyak 2 kali (pengenceran berting-
kat) dengan menggunakan media cair MHB, yang bertujuan untuk mengurangi
jumlah mikroba yang tersuspensi dalam cairan sehingga mudah ditangani.
Proses pengenceran pertama dilakukan dengan cara mengambil larutan bakteri
sebanyak 1 mL dan dimasukkan ke dalam 9 mL media cair MHB.
Pengenceran kedua dilakukan dengan mengambil 1 mL dari larutan pengencer

pertama dan dimasukkan ke dalam 9 mL media cair MHB.
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3.7.2 Pembuatan Larutan Antibiotik

Pembuatan larutan obat antibiotik enrofloksasin bertujuan untuk melarutkan obat

yang berbentuk serbuk, sehingga mudahkan dalam proses pengujian MIC. Proses

pembuatan larutan obat dilakukan dengan cara:

1. Dibuat larutan stok enrofloksasin dan larutan stok standar enrofloksasin
dengan pengenceran bertingkat sebanyak 2 kali. Enrofloksasin dosis 10 mg/kg
dengan nilai konsentrasi 1000 ppm yang dihitung menggunakan persamaan
molaritas untuk membuat larutan stok enrofloksasin.

2. Pengenceran pertama (di hitung menggunakan persamaan pengenceran)
diambil dari larutan stok dan dimasukkan ke dalam tabung larutan
pengenceran pertama menjadi 100 ppm.

3. Pengenceran kedua di ambil dari pengenceran pertama dan dimasukkan ke
dalam tabung larutan pengenceran kedua. Di bawah ini merupakan denah
proses pembuatan larutan antibiotik enrofloksasin yang menjelaskan

keterangan di atas (Gambar 6).

[ oxm Y v L
Larutan stok Larutan pengencer 1 Larutan nengencer 2

Gambar 5. Pengenceran larutan antibiotik enrofloksasin

3.7.3 Pengujian Konsentrasi Hambat Minimum (MIC)

Pengujian MIC (minimum inhibitory concentration) bertujuan untuk menentukan
tingkat kerentanan atau resistensi strain bakteri tertentu terhadap antibiotik yang
digunakan secara in vitro (Kowalska-Krochmal & Dudek-Wicher, 2021). Prosedur
MIC dimulai dengan cara:

1. Media cair MHB dituangkan ke dalam reservoir disposable dan diambil
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2. menggunakan multi chenel pipet sebanyak 50 pL untuk dimasukkan ke dalam
sumur 2 hingga sumur 12.

3. Larutan stok antibiotik enrofloksasin kemudian dituang ke dalam reservoir
disposable dan diambil menggunakan multi chenel pipet sebanyak 50 pL
untuk dimasukkan ke dalam sumur 1.

4. Dilakukan hal yang sama pada sumur 2, namun pada sumur 2 dilakukan
proses homogenisasi dengan cara pengadukan menggunakan multi chanel
pipet seba-nyak 5 hingga 10 Kkali.

5. Media dan antibiotik enrofloksasin diambil kembali sebanyak 50 pL dari
sumur 2 dan dihomogenkan, kemudian ditambahkan ke dalam sumur 3.

6. Diulangi kegiatan pengadukan dan pengambilan campuran media dan antibio-
tik enrofloksasin dari sumur 3 ke sumur 4 dan dipindahkan ke sumur selanjut-
nya hingga sumur ke 11 sehingga terjadi pengenceran berseri.

7. Larutan bakteri Aeromonas hydrophila dituang ke dalam reservoir disposable
dan diambil menggunakan multi chenel pipet sebanyak 50 pL untuk dimasuk-
kan ke dalam well plate (sumur 1-12), yang dimulai dari sumur belakang yaitu
sumur 12.

8. Tahap terakhir, well plate dilapisi dengan aluminium foil dan diinkubasi pada
suhu 28 °C selama 24 jam.

Setelah 24 jam dikeluarkan well plate dari inkubator dan dimati pertumbuhan

bakteri yang terjadi, sumur pertama yang tidak ditumbuhkan bakteri merupakan

dosis minimum obat yang dapat digunakan untuk menghambat pertumbuhan

bakteri. Di bawah ini merupakan denah well plate pengujian MIC (Gambar 7).

000000000000
000000000000
000000000000

Gambar 6. Denah well plate proses pengujian MIC
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Keterangan:

M : Media MHB (muller hinton broth)
A : Antibiotik (enrofloksasin)

B : Bakteri

3.8 Pengujian Farmakokinetik

3.8.1 Preparasi Sampel

1. Sampel diambil sebanyak 10 ekor lele.

2. Darah diambil dan dimasukkan kedalam sodium heparin tube, kemudian di-
sentrifus dengan kecepatan 6.000 rpm selama 10 menit untuk pemisahan plas-
ma, plasma yang diperoleh disimpan di dalam freezer dengan suhu -25°C
sampai siap dilakukan pengujian.

3. Organ target berupa hati dan otot diambil dan dihaluskan menggunakan blen-

der hingga homogen.

3.8.2 Penentuan Kadar Enrofloksasin dalam Plasma

Plasma dipipet sebanyak 1 mL, ditambahkan asam format sebanyak 10 pL. Ke-
mudian di vortex selama 1 menit dan disentrifus dengan kecepatan 6.000 rpm
selama 10 menit. Larutan supernatan diambil dan disaring menggunakan syringe

filter PTFE 0.2 um. Larutan siap diinjeksikan ke KCKT

3.8.3 Penentuan Kadar Enrofloksasin dalam Otot dan Hati

1. Sampel otot dan hati ditimbang menggunakan timbangan analitik didalam ta-
bung centrifuge (sampel otot 1 g, hati 0,5 g).

2. Pelarut metanol 70 % diitambahkan sebanyak 4 mL untuk sampel otot dan 4,5
mL untuk sampel hati.

3. Di vortex selama 10 menit, kemudian disentrifus dengan kecepatan 6.000 rpm
selama 10 menit.

4. Diambil larutan supernatan sebanyak 2 mL, ke tabung centrifuge 15 mL.

5. Ditambahkan 1 mL hexane, lalu di vortex selama 1 menit. Biarkan memisah
menjadi 2 fase, fase bawah diambil dan saring menggunakan syringe filter PTFE

0,2 um. Larutan siap diinjeksikan ke KCKT.
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3.8.4 Pembuatan Larutan Standar

Pembuatan larutan standar dan deret standar bertujuan untuk mengevaluasi kinerja
prosedur analit saat menguji sampel.

1. Pembuatan standar baku 1.000 pg/mL: Ditimbang standar enrofloksasin 10 mg
dan dilarutkan dalam 10 mL metanol 70 %

2. Pembuatan standar kerja 10 pg/mL: Diambil larutan standar baku mengguna-
kan miktopipet 1.000 ug/mL sebanyak 0,1 mL, kemudian diencerkan dengan 10
ml metanol 70 %.

3. Pembuatan standar kerja 1.000 ng/mL: Diambil larutan standar kerja 10 pg/mL
sebanyak 1 mL, kemudian diencerkan dengan 10 ml metanol 70 %.

Berikut deret standar plasma, otot, dan hati disajikan dalam Tabel 3, 4, dan 5.

Tabel 3. Deret standar sampel plasma lele (Clarias gariepinus)

Blanko Plasma Penambahan Standar 10 pg/mL
(ng/mL) (uL) (L)
50 995 5
100 990 10
500 950 50
1.000 900 100

Larutan deret standar otot dan hati dengan konsentrasi 50, 100, 500, 1.000 ng/mL
kemudian dilarutkan dalam metanol 70% dengan volume yang telah dihitung pada
masing-masing konsentrasi standar. Pada konsentrasi 50 ng/mL dibutuhkan larut-
an induk sebanyak 25 pL, kemudian untuk konsentrasi 100 ng/mL dibutuhkan
larutan induk sebanyak 50 pL, konstrasi 500 ng/mL dibutuhkan 250 pL, dan untuk
konsentrasi 1.000 ng/mL dibutuhkan 500 pL larutan induk. Kemudian masing-
masing larutan tersebut dilarutkan dalam methanol 70% dengan konsentrasi yang

tertera pada Tabel 4 dan Tabel 5.

Tabel 4. Deret standar sampel otot lele dumbo (Clarias gariepinus)

Blanko Otot  Metanol 70%  Penambahan standar 10 pg/mL
(ng/mL) (2 (mL) (uL)

50 1 3,375 25

100 1 3,950 50

500 1 3,750 250
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Tabel 4. Deret standar sampel otot lele dumbo (Clarias gariepinus) (lanjutan)

1.000 1 3,500 500
Blanko 1 4 -

Berikut merupakan Tabel 5 deret standar sampel hati.

Tabel 5. Deret standar sampel hati lele dumbo (Clarias gariepinus)

Blanko Hati Metanol 70% Penambahan standar 10 pg/mL
(ng/mL) (8) (mL) (L)
50 0,5 4,475 25
100 0,5 4,450 50
500 0,5 4,250 250
1.000 0,5 4 500
Blanko 0,5 4,5 -

3.8.5 Kondisi pengukuran dengan KCKT

Analit dalam plasma, otot dan hati dikuantifikasi dengan kromatografi cair kinerja
tinggi (KCKT). Pemisahan kromatografi dilakukan menggunakan kolom Zorbax
clipse C18 15 x 4,6 mm, 5 pm. Dipertahankan pada suhu kolom 30°C. Fase gerak
adalah campuran asam format 1% : acetonitril : metanol = 85 : 10 : 5. Panjang
gelombang emisi dan eksitasi masing-masing adalah 280 dan 450 nm.

3.9 Parameter Uji

3.9.1 Volume Distribusi (Vd)

Volume distribusi (Vd) marupaakan parameter yang menghubungkan jumlah total
obat dalam tubuh dengan konsentrasi plasma obat pada waktu tertentu. Nilai volu-
me distribusi dapat dihitung menggunakan persamaan berikut:

Vd = dosis
€0

Keterangan :
Vd = Volume distribusi (L)
Dosis = Jumlah obat dalam tubuh (mg)

Co = Konsentrasi obat dalam plasma (mg/L)
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3.9.2 Konstanta Laju Eliminasi (Kel)
Konstanta laju eliminasi (Kel) merupakan fraksi obat yang dieliminasi per satuan

waktu. Konstanta laju eliminasi dapat dihitung menggunakan persamaan berikut:

0,693
Kel = —
t1/2

Keterangan:
Kel = Konstanta laju eliminasi

T1/2 = waktu paruh eliminasi

3.9.3 Kadar Maksimum (Cmaks)
Kadar maksimum (Cnaks) adalah kadar tertinggi yang terukur dalam darah atau
plasma yang terjadi ketika waktu sama dengan tmaks. Kadar maksimum dirumus-

kan sebagai berikut:

Crooes = VK( CIL(: CI: i( (I)c) (e~ktmaks _ o—ka.tmaksy

Keterangan:

Cmaks = kadar puncak (mg/L)

Ka  =Konstanta laju absors

F = Fraksi atau persentase dari dosis yang diberikan yang tersedia untuk
mencapai sirkulasi umum (%)

X0  =dosis obat yang diberikan (mg)

K = Konstanta laju eliminasi

Tmaks = Waktu puncak (jam)

3.9.4 Waktu Puncak (tmaks)
Waktu puncak (tmaks) merupakan waktu dimana tubuh menunjukkan konsentrasi
plasma maksimum (Cp) maks, tmaks terjadi ketika laju absorbs (Ka) sama dengan
laju eliminasi (K). Nilai Tmaks dapat dihitung menggunakan persamaan sebagai
berikut:
mEd
fmaks = 3o "k

Keterangan

tmaks = Waktu mencapai kadar maksimum (jam)
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Ka  =Konstanta laju absorsi (jam™)

K = Konstanta laju eliminasi (jam™)

3.9.5 Waktu Paruh (t12)

Waktu paruh (t12) adalah waktu yang dibutuhkan untuk konsentrasi obat dalam
plasma berkurang 50%. Waktu paruh bergantung pada konstanta laju yang berkait-
an dengan volume distribusi dan klirens. Nilai ti» dihitung dari nilai k menggu-

nakan persamaan berikut:
0,693
t1 / 2= T

Nilai t12 juga dapat ditentukan melalui Vd dan CL
t1/2= 0,693 x 22
CL

Keterangan:

tin = waktu paruh (menit atau jam)
k = konstanta laju

Vd = volume distribusi (mL atau L)

CL = Klirens

3.9.6 Area Under Curve (AUC)
Area under curve (AUC) adalah permukaan di bawah kurva yang menggambarkan
naik turunnya kadar plasma sebagai fungsi waktu. Nilai AUC dihitung

menggunakan persamaan berikut:

(Cr+ Cx (t — t3)

AUC =
2

Keterangan:
AUC = Area under curve
C = Kadar puncak

t = waktu puncak
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3.10 Analisis Data
Data yang diperoleh selama penelitian ditabulasi menggunakan Microsoft Excel
dan disajikan dalam bentuk tabel dan grafik, kemudian dijelaskan secara deskrip-

tif.



V. SIMPULAN DAN SARAN

5.1 Simpulan

Pemberian enrofloksasin secara oral dengan dosis tunggal 10 mg/kg berat badan
pada lele dumbo mencapai konsentrasi plasma serta memiliki efek terapeutik po-
sitif pada infeksi A. hydrophila. Nilai AUC24/MIC pada otot dan hati menunjuk-

kan nilai yang baik karena > 125.

5.2 Saran
Agar dilakukan pengujian profil farmakokinetik untuk ciprofloxacin yang meru-
pakan metabolit dari enrofloksasin, serta pembuktian berapa lama kandungan

enrofloksasin dan metabolitnya masih bertahan dalam tubuh ikan.
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