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KAJIAN PERBANDINGAN
ANTARA METODE IMMUNOASSAY DAN KCKT
DALAM BIOANALISIS VANKOMISIN UNTUK PKOD

Senya Puteri Amalia

Program Studi Farmasi

INTISARI

Vankomisin adalah antibiotik dengan indeks terapi sempit dan variabilitas
farmakokinetika inter-individual yang tinggi, sehingga penting untuk dipantau dan
dikendalikan dengan Pemantauan Kadar Obat dalam Darah (PKOD) agar
konsentrasi obat berada pada rentang terapi. Kuantifikasi konsentrasi vankomisin
dalam aplikasi PKOD tentunya membutuhkan metode yang akurat dengan
keterulangan baik, sehingga mendorong berbagai peneliti mengembangkan metode
terbaik. Metode immunoassay banyak digunakan dalam aplikasi PKOD karena
kecepatan dan kesederhanaan prosedurnya, sedangkan metode Kromatografi Cair
Kinerja Tinggi (KCKT) mampu memberikan tingkat sensitivitas dan selektivitas
yang tinggi dalam bioanalisis vankomisin. Oleh karena itu, kajian ini memberikan
tinjauan umum tentang berbagai penelitian terdahulu menggunakan metode
immunoassay dan KCKT serta perbandingannya untuk mengukur kadar
vankomisin dalam cairan biologis manusia, sehingga dapat dijadikan sumber
pertimbangan pemilihan metode bioanalisis vankomisin yang tepat, efektif dan
efesien dalam aplikasi klinis PKOD. Metode pencarian artikel sebagai referensi
dilakukan melalui database science direct, google scholar dan PubMed dengan kata
kunci “bioanalysis”, “vancomycin”, “immunoassay”, "HPLC” dan “human”
beradasarkan kriteria inklusi dan eksklusi. Hasil tinjauan dari 34 jurnal ilmiah
dalam kajian ini menunjukkan bahwa metode immunoassay direkomendasikan
untuk PKOD secara rutin, tetapi harus memperhatikan beberapa kondisi pasien.
Disisi lain, pasien dengan kondisi khusus yang membutuhkan analisis dengan
tingkat sensitivitas dan selektivitas yang tinggi dapat menggunakan metode KCKT,
walaupun membutuhkan waktu lebih dan metode yang kompleks.

Kata kunci : vankomisin, immunoassay, KCKT, PKOD
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COMPARATIVE REVIEW
BETWEEN IMMUNOASSAY AND HPLC METHOD
IN BIOANALYSIS OF VANCOMYCIN FOR TDM

Senya Puteri Amalia

Departement of Pharmacy

ABSTRACT

Vancomycin is an antibiotic with a narrow therapeutic index and high inter-
individual pharmacokinetic variability, and it is necessary to be monitored and
controlled with Therapeutic Drug Monitoring (TDM) so that the drug
concentrations are within the therapeutic range. Quantification of vancomycin
concentration in TDM application certainly requires an accurate and precise
method, thus encouraging various researchers to develop the best method. The
immunoassay method is widely used in TDM applications because the procedure is
rapid and straightforward. In contrast, HPLC method can provide a high level of
sensitivity and selectivity in vancomycin bioanalysis. Therefore, this study provides
a general review of previous studies using the immunoassay and HPLC methods
and their comparison to measure the vancomycin concentration in a human
biological fluids, as a source of consideration for the selection of vancomycin
bioanalysis methods that are appropriate, effective and efficient for the clinical
application of TDM. The method of browsing articles as a reference is from the
databases from science direct, Google Scholar and PubMed with the keywords
“bioanalysis”, “vancomycin”, “immunoassay”, “HPLC” and “human” based on
inclusion and exclusion criteria. The results of the study from 34 scientific journals,
this study indicates that the immunoassay method is recommended for a routine
TDM. Still, it must pay attention to several conditions of the patient. On the other
hand, patients with particular conditions that require analysis with a high level of
sensitivity and selectivity can use the HPLC method. However, it requires more
time and complex processes.

Keyword : vancomycin, immunoassay, HPLC, TDM
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Pendahuluan

Gambar 1. Struktur vankomisin (1)

Vankomisin adalah antibiotik trisiklik glikopeptida dengan mekanisme
menghambat ikatan antar subunit asam N-asetilmuramat (NAM) and N-
asetilglukosamin (NAG) penyusun peptidoglikan, sehingga biosintesis dinding sel
bakteri tidak terjadi (Gambar 2) (1). Antibiotik ini memiliki aktivitas bakterisidal
yang kuat dan bekerja secara time-dependent (2-4). Vankomisin bekerja efektif
pada spesies bakteri gram positif seperti Staphylococcus epidermidis, Clostridium
difficile dan merupakan lini pertama penanganan Methicillin-Resistant
Staphylococcus aureus (MRSA) (5). Vankomisin memiliki indeks terapi sempit,
yaitu 10-15 mg/L atau 15-20 mg/L untuk infeksi berat seperti MRSA (6). Kadar
vankomisin yang melebihi Konsentrasi Toksik Minimal (KTM) berisiko
menimbulkan terjadinya nefrotoksisitas (kerusakan ginjal) dan ototoksisitas
(gangguan pendengaran), sedangkan kadar di bawah Konsentrasi Efektif Minimal
(KEM) berpotensi menyebabkan resistensi (3,5,7,8). Selain itu, vankomisin
memiliki variabilitas farmakokinetika inter-individual yang tinggi, sehingga
direkomendasikan untuk dilakukan Pemantauan Kadar Obat dalam Darah (PKOD)
pada penggunaannya (3,9-11).
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Gambar 2. Mekanisme aksi farmakologi vankomisin (12)

PKOD dilakukan untuk memantau dan mengendalikan konsentrasi
vankomisin agar berada dalam Kisaran target terapi dan memberikan dosis yang
sesuai dengan kebutuhan, sehingga efek terapi yang maksimal dengan minimalnya
risiko efek samping dapat tercapai (13). Metode penentuan konsentrasi vankomisin
di dalam cairan biologis yang akurat dengan keterulangan baik sangat dibutuhkan
dalam aplikasi PKOD. Idealnya, metode analisis yang digunakan memiliki
kemampuan membedakan analit dengan metabolitnya, mampu mendeteksi analit
dalam konsentrasi kecil, mempunyai prosedur sederhana untuk pengujian rutin, dan
tidak dipengaruhi oleh obat lain yang diberikan bersamaan (14). Berbagai penelitian
terdahulu telah banyak mengembangkan dan melakukan validasi bioanalisis
vankomisin, seperti immunoassay (15-22) dan kromatografi cair (23-28). Dua
metode tersebut merupakan metode terbanyak yang dikembangkan dengan
kelebihan dan kekurangannya masing-masing dalam aplikasi PKOD.

Kajian ini memberikan tinjauan umum hasil rangkuman berbagai jurnal
ilmiah yang telah dikembangkan menggunakan metode immunoassay dan KCKT,
serta perbandingan antar kedua metode untuk penentuan kadar vankomisin di dalam
cairan biologis manusia. Fokus utama dan tujuan dilakukannya kajian ini yaitu

dapat digunakan sebagai sumber atau bahan pertimbangan dalam penentuan dan



pemilihan teknik bioanalisis yang tepat, efektif dan efisien dalam aplikasi PKOD

vankomisin.

Metode

Identifikasi artikel dilakukan berdasarkan judul dan abstrak
2

Sebanyak total 97 artikel diperoleh dari database science
direct (22), google scholar (34), dan PubMed (41)

Sebanyak 63 artikel tidak digunakan dengan alasan :

12 artikel memiliki duplikat

6 artikel tidak tersedia dalam teks lengkap

1 artikel tidak terpublikasi dalam Bahasa Inggris dan Bahasa Indonesia
3 artikel merupakan review

5 artikel merupakan laporan kasus

13 artikel tidak mencantumkan parameter validasi

23 artikel membahas terkait farmakokinetika vankomisin pada berbagai
kondisi pasien

\ 4
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Sebanyak 34 artikel telah terpilih berdasarkan kriteria
keberterimaan, kemudian ditinjau

Gambar 3. Skema metode dari kajian

Pencarian referensi dilakukan melalui database science direct, google
scholar dan PubMed menggunakan kata kunci ‘“bioanalysis”, ‘“vancomycin”,
“immunoassay”, “HPLC” dan “human”. Kriteria inklusi dari jurnal ilmiah yang
ditentukan vyaitu, terpublikasi dalam Bahasa Inggris dan Bahasa Indonesia,
merupakan artikel hasil penelitian, memiliki topik penelitian bioanalisis
vankomisin menggunakan immunoassay dan KCKT, menggunakan sampel cairan
biologis manusia, serta membandingkan perolehan antar kedua metode. Kriteria
eksklusi artikel yaitu tidak tersedia dalam teks lengkap, artikel berbentuk review
atau laporan kasus, tidak mencantumkan parameter validasi, dan membahas terkait
farmakokinetika vankomisin pada berbagai kondisi pasien. Hasil penyaringan dari
identifikasi berdasarkan kriteria yang telah ditentukan menghasilkan 34 artikel yang

memenuhi semua persyaratan dan menjadi sumber tinjauan dalam kajian ini.



Analisis Vankomisin Menggunakan Metode Immunoassay

Immunoassay merupakan metode bioanalisis secara kualitatif dan
kuantitatif yang banyak digunakan dalam diagnosis penyakit, studi farmakokinetik
seperti PKOD, kontrol kualitas dan bioekivalensi obat baru pada industri farmasi
(29,30). Analisis metode ini didasarkan pada interaksi secara kompetitif maupun
non kompetitif antara analit yang berperan sebagai antigen dengan antibodi spesifik
(Gambar 4) (29). Ikatan antigen-antibodi akan dikenali oleh senyawa penanda
seperti radioisotop, enzim, senyawa fluoresens atau senyawa kimia lain (31). Salah
satu kelebihan metode immunoassay yaitu dapat dilakukan tanpa proses preparasi
sampel, sehingga memiliki waktu analisis singkat dengan prosedur yang sederhana
(29,31).

Step 1 Step 2 Step 3 5 Step 4
Antigen-specific antibody is Test specimen is added, which  An enzyme-labeled antibody Chromogenic substrate is added,
attached to a solid-phase surface May or may not contain the specific to the antigen is which in the presence of the

antigen added (conjugate) enzyme, changes color.

et

Gambar 4. Prinsip analisis dari immunoassay (32)

Berbagai teknik metode immunoassay, seperti enzyme linked
immunosorbent assay (ELISA) (33), particle enhanced turbidimetric inhibition
immunoassay (PETINIA) (23), radioimmunoassay (RIA) (15), enzyme mediated
immunoassay (EMIT) (17,18,34), FIA (fluorescence immunoassay) (35) dan
fluorescence polarization immunoassay (FPIA) (15,17,18,34,36,37) untuk
penentuan konsentrasi vankomisin dalam cairan biologis manusia telah banyak
dikembangkan dan diteliti.  Penelitian-penelitian  terdahulu  vankomisin
menggunakan immunoassay telah terangkum dalam Tabel 1.

Metode RIA menggunakan senyawa penanda radioaktif yang sangat
berbahaya bagi lingkungan dan kesehatan, terbukti mengalami reaktivitas silang
dengan produk degradasi serta membutuhkan waktu dan biaya yang lebih tinggi
dibandingkan immunoassay lain (31). Seperti metode RIA, FPIA juga mengalami
reaktivitas silang, sehingga dapat memberikan nilai bias pada pasien dengan



kerusakan ginjal. Namun metode ini merupakan teknik immunoassay yang efisien
dan tercepat dengan harga yang terjangkau (15). Disisi lain, metode EMIT perlu
meningkatkan presisi metode dengan pengujian metode yang lebih rutin atau
modifikasi prosedur analisis yang tentunya akan menurunkan kecepatan dalam
analisis (18). Selain itu, metode FPIA dan EMIT tidak menggunakan senyawa yang

berbahaya, seperti metode RIA.



Tabel 1. Metode Immunoassay untuk Vankomisin dalam Cairan Biologis Manusia

Sensitivitas

%Recovery

. . 0
Matriks Metode (ug/mL) (%) Rentang Konsentrasi (pg/mL) CV (%) Ref

RIA - - 0-64 1,5-4,1

Serum FPIA TDx B - 0-100 95122 |1

Serum RIA - . - - (19)
FPIA TDx 0,6 103,2 0,6-100 1,55-4,6
FPIA 2 - - -

Serum EMIT 5 . . . a7
FPIA - - -

Serum EMIT : . . . (16)
Emit - 95 <30 5,7-8,5

Serum EPIA TDx - s - . (18)

Serum FPIA TDx 0,6 - 0,6-100 2-4,6 (37)

0,88-2,25 dan

Serum (>50 pL) FPIA TDx - 103-126 5-100 281613 | B

Plasma PETINIA 2 - 2-50 - (23)

Serum 91,6-108,8

Eksudat luka ELISA 0,02 107 0,02-5 - (33)

8,4-8,8
Plasma FPIA TDx - . - 8,2-10,4 (38)
(akurasi)

Serum FPIA TDx - - - 1,34-5,36 (39)

Tulang FPIA TDx 0,6 - 0,6-100 <5 (21)

Tulang (250 mg) FPIA TDx 1 ug/g i - 5,5-10 (20)

Plasma, jaringan tubuh, tulang FPIA TDx 0,1 ng/g - - 2,3-8,2 (22)

Serum PETINIA 3 - 3-35 - (40)
RIA - - 1-32 4,7-11

Serum FIA - - 0-128 8,9-16,2 (35)
FPIA - - 0-100 0,9-8,1




Tabel 1. Lanjutan

Sensitivitas

%Recovery

. . 0
Matriks Metode (ug/mL) (%) Rentang Konsentrasi (pg/mL) CV (%) Ref

FPIA 3 - 3-100 3,1-6,2

Plasma Homogeneous immunoassay 1,7 - 1,7-80 2,4-44 (41)
Homogeneous immunoassay 5 - 5-100 5,1-6,1
PETINIA 0,8 - 0,8-50 2,7-3,9

Plasma manusia, Serum tikus,

Bronchoalveolar Lavage Fluid RIA 17 (BAL) 0-80 2,4-4.4 (42)

Plasma, Serum FPIA TDx - - - 1,1-4,15 (43)
RIA - - 1-32 -

Serum FPIA TDx ) - 0-100 - (44)




Berbagai penelitian telah membandingkan hubungan antar teknik
Immunoassay yang tersaji pada Tabel 2. Metode RIA telah dibandingkan dengan
FPIA oleh studi oleh tim Ackerman dan tim Schwenzer yang menunjukkan
keselarasan hasil analisis kedua metode, walaupun metode RIA dalam tim
Ackerman menentukan konsentrasi yang lebih tinggi dibandingkan FPIA (15,19).
Selain dengan RIA, Yeo dan tim juga telah membandingkan metode FPIA dengan
EMIT, dimana pada konsentrasi vankomisin diatas 30 ng/mL tingkat presisi EMIT
tidak diperoleh dengan baik (18). Studi serupa antara EMIT dan FPIA juga tidak
menunjukkan perbedaan konsentrasi yang signifikan dengan nilai signifikansi
0,239 dan 0,96 pada tingkat kepercayaan 95% (17). Penelitian Michael dan tim
membandingkan FIA (fluorescence immunoassay), FPIA dan RIA vyang
melaporkan bahwa metode RIA dengan FPIA memiliki korelasi yang lebih dekat
dibandingkan RIA dengan FIA (35).

Tabel 2. Perbandingan antar metode immunoassay untuk vankomisin

Metode Matriks umian r Rata-rala — poomaan Ref.
Sampel Perbedaan
RIA vs. 0.72 FPIA=1,01
EPIA Serum 123 0,99 ug/ml (RIA) - 0,81 (15)
FPIA =0,877
EMITVS. serum 84 0071 12% EMIT) +  (18)
FPIA
0,435

EMIT vs.
FPIA Serum 10 - - a7
RIA vs. FPIA = 1,036
FPIA Serum 98 0,957 - (RIA) + 1,66 (19
RIA vs. 0,967 i i
FRIA Serum 106 (35)
RIA vs. FIA 0,899 - -
FPIA vs. FIA 0,918 - -
EMIT vs. o. EMIT =0,841
EPIA Serum 50 0,979 (-13)-11% (FPIA) + 1,366 (16)

Berbagai perbandingan antar metode immunoassay pada studi terdahulu
dilakukkan menggunakan parameter koefisien korelasi (r) dengan rentang nilai r
>0,8. Rentang nilai tersebut di dalam pedoman termasuk ke dalam kategori korelasi

kuat hingga sangat kuat (45). Kategori korelasi ini menyebabkan banyak studi tidak



melakukan penentuan rerata perbedaan perolehan kadar antar metode yang
dibandingkan, walaupun tiga studi lainnya tetap menentukan dan memperoleh
parameter tersebut (15,16,18). Namun seharusnya metode yang digunakan dalam
aplikasi PKOD telah terstandar, sehingga mampu memberikan hasil yang serupa
dengan metode lainnya.

Pengembangan immunoassay tidak hanya dilakukan pada metode analisis,
tetapi juga pada sampel yang digunakan. Pengembangan ini sangat berperan
penting pada antibiotik risiko tinggi seperti vankomisin yang seharusnya tidak
hanya dilakukan pada plasma (23,38) dan serum (15,17,33), tetapi juga harus
ditegakkan pada cairan tubuh lainnya. Penegakkan tersebut bertujuan untuk
pencegahan infeksi saat operasi dengan memastikan konsentrasi antibiotik dalam
plasma dan jaringan target sebelum operasi telah berada di atas batas KEM (22,46).
Sehingga mendorong berbagai peneliti yang telah berhasil mengembangkan
immunoassay pada spesimen tulang (sternum) (20-22), lemak (lemak dinding
toraks) (22), dan berbagai jaringan tubuh (22).

Analisis Vankomisin Menggunakan Metode Kromatografi Cair Kinerja
Tinggi

Kromatografi Cair Kinerja Tinggi (KCKT) adalah  instrumen yang
digunakan secara luas untuk analisis secara kualitatif dan kuantitatif berbagai
sampel, termasuk obat dalam cairan biologis manusia. Teknik pemisahan metode
ini didasarkan pada interaksi antara analit dengan fase diam dan fase gerak (47).
Metode ini telah banyak divalidasi dalam berbagai penelitian sebagai aplikasi
PKOD vankomisin. Metode dan sistem kromatografi dari beberapa penelitian
sebelumnya untuk kuantifikasi vankomisin dalam cairan biologis manusia telah
terangkum dalam Tabel 3. Tabel 3 menunjukkan bahwa setiap bagian dari KCKT
memiliki peranan dan mampu memberikan dampak dalam analisis KCKT, sehingga
perlu untuk dikembangkan.

Seperti fase diam atau kolom yang memegang peranan penting dalam
pemisahan analit pada KCKT. Ukuran partikel dari kolom KCKT dapat

memberikan pengaruh signifikan pada waktu retensi (tR) dan jarak puncak.
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Semakin kecil ukuran partikel kolom, maka tR analit akan menurun, tetapi tidak
menurunkan efisiensi pemisahan (48). Seperti penelitian tim Abu Shandi yang
meningkatkan ukuran partikel kolom untuk memperbaiki performa pemisahan (24).
Berbeda dengan penelitian Tacio dan tim yang menggunakan ukuran partikel kolom
lebih kecil dari umumnya, yaitu 2,7 um agar dapat mempercepat tR dari vankomisin
dan zidovudin sebagai standar internal (SI) (49). Selain itu, vankomisin mengendap
pada suasana pH 7, pengendapan ini tentunya sangat berbahaya untuk kolom,
karena perolehan puncak yang stabil akan sangat sulit didapatkan (26). Walaupun
demikian, tidak terdapat laporan permasalahan puncak vankomisin pada studi tim
Rakesh Das dan tim Kees dengan pH dapar 7 dan 6,8 (50,51).

Selain fase diam, fase gerak juga turut berperan dalam proses pemisahan.
Kondisi fase gerak dan laju alirnya memberikan pengaruh pada resolusi pemisahan
dan tR analit (24,50). Selain itu, semakin cepat laju alir sistem dan lama waktu
analisis, maka jumlah fase gerak dan biaya analisis yang dibutuhkan akan
meningkat (23). Penelitian Usman dan tim menggunakan laju alir 0,36 mL/menit
dengan waktu analisis 12 menit memiliki tingkat cost-effective lebih tinggi
dibandingkan penelitian yang memilih laju alir 1,5 mL/menit (49) dan 1 mL/menit
(52) dengan waktu analisis 8 dan 15 menit. Dari Tabel 3, studi dengan nilai cost-
effective tertinggi dilihat dari laju alirnya dilakukan oleh Zhang dan tim yang
memperoleh %recovery £100% dan telah diaplikasikan dalam klinis pada hampir
500 sampel plasma, tulang dan jaringan (53). Disisi lain, pelarut yang digunakan
sebagai fase gerak KCKT umumnya bersifat toksik dan berbahaya bagi lingkungan,
sehingga pemilihan pelarut yang aman perlu dipertimbangkan (26).

Beragam jenis detektor pada KCKT untuk medeteksi keberadaan
vankomisin juga telah banyak dilakukan, seperti detektor UV (23,25,52), DAD
(Diode Array Detector) (49), FLD (Fluorescence Detection) (24), dan MS (Mass
Spechtrometry) (53,54). Tabel 3 menunjukkan bahwa detektor UV menjadi pilihan
detektor terbanyak yang digunakan, didukung dengan harga yang terjangkau
dibandingkan detektor DAD, FLD, dan MS (55). Penelitian tim Khalilian dengan
detektor UV memperoleh nilai LoQ (Limit of Quantification) 0,01 pg/mL (25),

sedangkan studi menggunakan detektor MS memiliki sensitivitas lebih rendah
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dengan LLoQ (Lower Limit of Quantification) 0,05 pug/mL (53), dan sensitivitas
yang lebih tinggi dengan LoQ 0,005 pg/mL (54). Studi serupa dengan detektor
DAD memberikan sensitivitas yang juga lebih rendah dengan LoD (Limit of
Detection) 0,1 pg/mL (26), dan 1 pg/mL (49). Kuantifikasi vankomisin
menggunakan detektor FLD menghasilkan LoQ sebesar 0,005 pg/mL (24). Saat ini,
detektor DAD dapat menjadi pilihan dalam pengembangan metode karena
penggunaan rentang panjang gelombang (1) yang luas, yaitu A UV-Vis (56). Tabel
3 menunjukkan bahwa %recovery antara detektor UV, FLD, dan MS tidaklah

berbeda jauh, walaupun memperoleh sensitivitas yang beragam.



Tabel 3. Metode KCKT untuk Vankomisin dalam Cairan Biologis Manusia

12

%Recovery

Ccv

i a) b) c) d) e) u) u) u)
Matriks PS Sl FD FG Detektor | V! tA LoD LoQY | LLoQ (%) (%) Ref
PP, 5 mM KH.PO, pH 5,97
Plasma | poce | | Cis(250x46 ) o vt @020y, | YV 213 |1 q | 15 | 156 | 473 | 3 . - | (62)
200 pL ) mm, 5 pm) E9 nm 773
Plasma | PP, . | Cuzsxas | VDR | uvaos |l L, | 025 | 9Lsdn | = |
200 pL ECC mm, 5 pm) (88:12), E| nm 115 17,8
. Cus (150 x 20 mM AA™ /AFY
E(')asrfa PP Z'dion"”d 4.6mm, 2,7 pH 4: MeOH Dz'jg)n%v 15 | 8 3 1 - | 954-1005 <é1’ (49)
K um) (88:12) , El
Plasma | PP, C1s (150x 0,015 M CoHisN: | UV 230 (p?a?nlwa) 16
y 1 . yO7
2500 L, siF;D - 4,6mm ID, ACN (92:2), EI - 1| - | 0003 | 001 - dno2s | 21 | @)
urin E Sum) -
(urin)
Plasma
50 uL,
Tulang
. . A:0,05% AF dalam
(1\,'3\/) PP Arz:?r?pt rilr; (550 ’;5 air MS | 03| 6 I 0,05 - +100 | <10 | (53)
Sar oM B: MeOH, EGY
lemak
1:5 (wiv)
Plasma
0,05 M KH,PO, 1,68
200UL, | pp | Kafein | C18(150%46 | qonan p1op acn, | UV A0 a0 i 1 90.8 - | @2
BAL®Y mm, 5 pm) El nm 243
Serum
300 pL, ) ] Cis (100 x 3 0,69 M NaH,PO4 ) ) ) )
plasma U mm, 2,6 um) pH 6,8, El 0.4 0.4 7.4 5 (51)

300 uL
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%Recovery

Ccv

i a) b) c) d) e) u) u) u)
Matriks PS Sl FD FG Detektor | V! tA LoD LoQY | LLoQ (%) (%) Ref
Imipram
in,
Nebivol
ol 10% ACN dalam 25
Plasma, ' UV 229
soouL | pp | Ondanse | Cis (150x 4,6 | mM atau S0 mM nmdan | 15 | 10 | = - . - | 9931011 | - | (50)
tron, mm, 4 pum) KH2PO4 pH 7 dan
bukan 270 nm
aseklofe 3,2, El
nak,
ibuprofe
n
FLD 225
nm 0,73
: . A: 5 mM KH2PO4 oo !
Plasma | o, | Eritromi | Cig (300 x4 | /g g (eksitasi) | | o7 | 0002 | 0005 | - |9622:9878 | .5 | (24
500 pL sin mm, 10 pm) . , 228 nm 6,55
B: MeOH, EG
(fluorese 7
nsi
APF? 0,05 M NH4H2PO4 ) 0,1
dan jar. Cis(150 x 4 N . UV 220 ' 99,38- 0,62
Paru- PP - mm, 5 m) Ell-l 4: ACN (92:8), ol 1 10 - uLL/m - 101,43 5 (27)
parulg
0,005
Serum h) Cis(50 x 3 AF 0,1%: ACN 0,001 : i i -0,7-
200 uL SPE" | Atenol A (0:1) El MS 02 1] 5 WLjmL uLL/m 95,5-1004 | 7', (54)
Plasma 86,7
A: MeOH -
oKL | pp o | Ce(2axd s MKHPO, | YV 1 | e |- : 0.4 (plsm); | <10, | 5,
ikrodia mm, 5 pum) 5 nm 98,3 9
lisat PH 2,75, EG (udialst
pdialst)
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. %Recovery | CV
a) b) c) d) e) u) u) u)
Matriks PS Si FD FG Detektor | V tA LoD LoQY | LLoQ (%) (%) Ref
Plasma
500 pl,
Jar. - A: 5 mM KH,POq
tbuh | SPE T'”'Igazo Icnlrjl (13001:)4'6 pH 2,8 U\;risz 15 | 25 : ; Olri L | >921-975 23'6 (38)
dan s B: ACN, EG He ’
tulang
(100 mg)
Plasma ACN: 0,02 M 097
dan PP, | Ristoseti | Ci5 (250 x 4,6 | NaHPOz 0,02M | UV 225 ] ] ) )
serum 50 | ECC n | mm,5pum) NazHPO, (62: Am gl 0 OR 100,6-103,6 s 53 (43)
uL 14,25: 23,75). EG *
0,005 M KH2PO4
Plasma PP, Cis (150 x 4,6 ' . . UV 229 0,3-
1000 1L | ECC - .S pm) %; 2|,58I. ACN (90 : - 1| - 0,2 1 - 981-1164 | ;07 | (57)
y . AUFS
Serum PP, ) Cis (150 x 4 g\fgfozgll/)l Al_'?‘ 214 nm 1 1 0,5 atau ) ) 115 5,8- (44)
500 ul | ECC mm, 5 pm) pop (lampu 0,1 11,4
5,4, El -
zink)
Serum | PP, | Vitamin | Cip(220x 46 | v DAHFO10.05 | UV 2% 3,4-
1000 uL | ECC By, | mm) M pH 6 1 30T il . - - % a9 | (16
B: ACN, EG nm '
- . 0,44
Serum Sefalori | C15 (300 x 3,9 | Air: ACN: TEAP) UV 228 ’
1ouL | ° din | mm, 10pm) | (870: 130: 4), El nm | 2o 8 : ) e 413 9
A: 70 mM
C2H3Na02 pH 5
Serum SPE, Sefyroks Cis (150 x 4,6 B ACN: MeOH: DAD 1 16 i i 98.2-103.9 i (40)
500 uL U im mm) AF 0.1% 280 nm

(63:27:10), EG
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%Recovery | CV

i a b c d e u u u
Matriks | PS? Sl FD FG9 Detektor | v¥ | tA® | LoDY | LoQY | LLoQWY (%) (%) Ref
3-
fgg‘j)”:m - Niltirr?sni Cus E’;?'*Egz AENG Loo 2, |usAl 240 [N 1 i 52 | (26)
Serum PP, 14% ACN dalam UV 210
500 ul | ECC - Cis 0,L M C/Hi0:S,El | nm L) - ] - </ | @)
Ristoseti AUFS 3,1-
Serum SPE 0 Cis - 210 nm - - - - 33 (39)
Serum | oo | Ristoseti | Ci(300 x 39 ggl by AKCHN2P04 PR uvao | by i 24- | s
500 uL n mm, 10 pm) o i nm ’ i i 6,4 (35)
(90:10), El
Keterangan
a) PS : Preparasi sampel ) ACN : Asetonitril
b) FD :Fasediam m) AA  : Amonium Asetat
c) FG :Fasegerak n) AF = :Asam Format
d) v : Laju alir (mL/mnt) 0) THF  : Tetrahidrofuran
e) tA - waktu analisis p) TEA : Trietilamin
fy PP : Presipitasi Protein q) BAL :Broncoalveolar Lavage Fluid
g) ECC :Ekstraksi Cair-Cair r) APF . Artificial perfusion fluid
h) SPE : Solid phase extraction s) El . Elusi isokratik
i) SPDE : Solid Phase Dispersive Extraction t) EG :Elusigradien
) u - Ultrafiltrasi u) LoD, LoQ dan LLoQ dalam pg/mL

k)

MeOH : Metanol
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Perolehan hasil yang didapatkan dari analisis kuantitatif KCKT tentunya
harus mengukur kadar seluruh analit dalam sampel dengan tepat, khususnya obat
dengan indeks terapi sempit yang dapat berdampak pada interpretasi hasil. Tahapan
prosedur preparasi sampel biologis pada KCKT yang panjang dan kompleks serta
penggunaan volume dalam jumlah kecil berpotensi besar menyebabkan hilanganya
analit (59). Dalam analisis kromatografi, penambahan Sl berfungsi sebagai faktor
koreksi dan mengkompensasi hilangnya analit dalam proses ekstraksi pada sampel
biologis (60). Penggunaan Sl dalam studi tim Oyaert berhasil merepresentasikan
konsentrasi sebenarnya karena mampu meningkatkan akurasi dan presisi metode
(41). Disisi lain, penggunaan SI menyebabkan peningkatan biaya dan waktu dalam
pengembangan metode serta analisis (61). Selain itu, senyawa Sl banyak
dikembangkan menggunakan jenis antibiotik yang sering dikombinasikan dengan
vankomisin pada penelitian terdahulu. Hal ini tentunya dapat meningkatkan area
atau AUC (Area Under Curve) pada puncak Si dari sampel pasien.

Selain kondisi KCKT, tahapan preparasi sampel cairan biologis juga
memberikan dampak terhadap hasil analisis. Proses preparasi sampel dilakukan
untuk mengeliminasi komponen selain analit yang dapat menjadi pengganggu
dalam proses pemisahan KCKT. Pemisahan pengganggu dalam sampel dapat
meningkatkan sensitivitas, spesifisitas, akurasi dan presisi, serta mampu
memperpanjang masa penggunaan kolom KCKT (2). Tabel 3 dan Tabel 4
menunjukkan bahwa presipitasi protein merupakan metode yang paling banyak
digunakan karena kecepatan dan kemudahan metode, serta rendahnya biaya yang
dibutuhkan (49,53).

Efisiensi dari pemisahan dan ekstraksi dapat digambarkan dari nilai
perolehan kembali atau %recovery dengan nilai keberterimaan £100%, yang mana
konsistensi keterulangan perolehan nilai lebih diutamakan (62,63). Keterulangan
atau tingkat presisi metode ditunjukkan olen CV dengan nilai £15% dan £20%
(LLoQ) (62). Studi oleh Kees berhasil memperoleh %recovery sebesar 97,4%
dengan CV 5%, sedangkan penelitian lain hanya memperoleh %recovery 87,1%
dengan nilai CV yang lebih baik yaitu 1,6-2,1% (25,51). Berbeda dengan studi
tahun 1995 yang memperoleh %recovery 98,1-116,4%, tetapi dengan nilai CV yang
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kurang baik, yaitu 0,3-27,3% (57). Menurut pedoman, %recovery didapatkan

konsentrasi analit spiked sampel yang diekstraksi

dengan rumus x 100 (62,63).

konsentrasi analit dengan spiking setelah sampel diekstraksi

Namun, penelitian lain menghitung %recovery dengan cara yang berbeda, yaitu

konsentrasi analit yang didapatkan

dengan rumus x 100, walaupun pedoman yang

konsentrasi teoritis analit

mereka acu tidak menyebutkan rumus tersebut (23,27).

Tabel 4. Waktu preparasi sampel pada KCKT
Waktu (Menit)

Matriks Preparasi Sampel Ref
PP ECC SPE SPDE U
Plasma 11 2 - - - (23)
Plasma, Jaringan
tubuh dan Tulang i i i i i (38)
Serum 20 40 - - - (16)
Plasma 11 11 (52)
Plasma, Urin 5 - - 63 - (25)
Serum 10,5 - - - - (49)
Plasma, 5
Jaringan dan 105 - - - - (53)
Tulang
Plasma, Serum,
BLAF 10,5 - - - - (42)
10 (10.0009)
Serum - - - - atau 20 (51)
(1.0009)
Plasma 15,6 - - - - (24)
Serum - - >6,5 - - (54)
Plasma,
Mikrodialisat 15 ' ) ' ' (28)
Plasma, Serum 15 15 - - - (43)
Serum 30 30 - - - (44)
Serum 18 - - v 30 (40)
Keterangan :
a. PP : Pengendapan protein
b. ECC : Ekstraksi cair-cair
c. SPE : Solid phase extraction
d. SPDE : Solid phase dispersive extraction
e. U - Ultrafiltrasi

Seperti teknik immunoassay yang berhasil dikembangkan pada berbagai
jenis spesimen manusia, metode KCKT juga telah banyak dilakukan pada berbagai
cairan biologis. Selain macam spesimen yang digunakan, jumlah sampel yang kecil

juga dapat memberikan keuntungan dengan mempertimbangkan berbagai
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keterbatasan akibat kondisi pasien serta jumlah pelarut dan waktu preparasi sampel
yang dibutuhkan, sehingga dapat menurunkan biaya yang dikeluarkan pasien untuk
PKOD vankomisin. Beberapa studi mampu mengembangkan bioanalisis
vankomisin dengan kebutuhan spesimen sebanyak 50 pL (43,49,53). Walaupun
tentunya pengeluaran biaya analisis tidak hanya dapat dilihat dari poin ini, namun

juga dari bagian instrument lainnya.

Perbandingan Perolehan Hasil antara Immunoassay dengan Kromatografi
Cair Kinerja Tinggi sebagai Metode Analisis Vankomisin

Keselarasan perolehan kadar

Beberapa literatur telah menjelaskan masing-masing kelebihan dan
kekurangan dari immunoassay dan KCKT secara umum dari berbagai aspek. Studi
terkait perbandingan metode immunoassay dengan KCKT telah terangkum dalam
Tabel 5. Penelitian terdahulu pada 289 plasma pasien memiliki koefisien korelasi
(r) antara KCKT dengan PETINIA yang menunjukkan keselarasan perolehan kadar
vankomisin dari kedua metode dengan rerata perbedaan 0,44% (23). Penelitian lain
membandingkan metode RIA dengan KCKT yang juga menunjukkan keselarasan
korelasi, walaupun perolehan konsentrasi dari metode RIA yang didapatkan lebih
besar dibandingkan metode KCKT (42). Korelasi kadar vankomisin antara FPIA
dengan KCKT juga telah didapatkan dalam beberapa penelitian (36,38,39).

Semua studi perbandingan perolehan konsentrasi dalam Tabel 5
memperoleh nilai r >0,9, yang termasuk ke dalam kategori korelasi kuat hingga
sangat kuat (45). Namun, selain melihat parameter r, rerata perbedaan perolehan
kadar juga penting untuk dipertimbangkan karena perbedaannya yang cukup
signifikan (16,37,41). Hal ini tentunya akan berdampak pada interpretasi hasil
untuk pasien. Perbedaan signifikan tersebut disebabkan karena beberapa faktor,
utamanya terkait dengan kondisi pasien dan karakteristik metode yang digunakan,
sehingga mampu memberikan hasil bias pada pembacaan konsentrasi vankomisin

pasien,
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Perbandingan parameter akurasi dan presisi dari kedua metode
Perolehan akurasi dalam analisis menggambarkan kedekatan konsentrasi

yang didapatkan dengan nilai sebenarnya, yaitu pada rentang £15% atau +20%
(LLoQ) untuk KCKT dan %20% atau +25% (LLoQ) untuk immunoassay (62,64).
Studi Farin dan tim membandingkan akurasi pada KCKT dengan FPIA yang
diperoleh sebesar 7,9-20,6% dan 8,4-8,8% (38). Namun, studi lain berhasil
mendapatkan akurasi KCKT vyang lebih baik dan berada pada rentang
keberterimaan, yaitu 0,222-1,667% (24), <5,23% (42) dan (-6,7)-11,5 (28). Seperti
halnya akurasi, perolehan %recovery pada immunoassay tidak menggambarkan
efisiensi ekstraksi seperti KCKT, melainkan kedekatan hasil yang diperoleh.
Beberapa penelitian terdahulu telah memperoleh %recovery FPIA sebesar 103,2%
(19) dan 103-126% (36), EMIT sebesar 95% (18) dan ELISA sebesar 91-108,8%
(33). Sayangnya, penentuan akurasi dan %recovery dalam studi immunoassay tidak
banyak dilakukan seperti halnya KCKT, dimana pada dasarnya parameter ini sangat
penting untuk mengetahui kemampuan metode analisis. Namun, dari beberapa studi
tersebut dapat dilihat bahwa perolehan akurasi antara metode KCKT dan
immunoassay tidaklah berbeda jauh.

Presisi atau nilai CV dari kedua metode juga menjadi poin kritis dan penting
untuk dibandingkan. Penelitian tim Pfaller membandingkan metode KCKT, RIA,
FIA dan FPIA dengan nilai CV 2,4-9,6%, 4,7-11%, 8,9-16,2% dan 0,9-8,1% (35).
Penelitian tersebut menunjukkan bahwa KCKT bukanlah metode dengan tingkat
presisi tertinggi diantara metode lainnya, melainkan FPIA (35). Berbagai studi
serupa juga memperoleh nilai presisi FPIA yang lebih rendah dan mendukung
bahwa FPIA memiliki keterulangan yang lebih baik dibandingkan KCKT (37—
39,43). Disisi lain, tingkat presisi dari KCKT lebih tinggi jika dibandingkan metode
RIA dan FIA, seperti pada studi yang mendapatkan CV sebesar 1,68-2,43% untuk
KCKT dan 2,4-4,4% untuk RIA (42).

Perbandingan parameter selektivitas dari kedua metode
Metode yang digunakan dalam aplikasi PKOD harus memiliki selektivitas

untuk mampu membedakan analit dengan metabolit atau senyawa lainnya.

Selektivitas tersebut memegang peranan penting, mengingat penggunaan Klinis
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pasien yang tidak hanya menerima vankomisin sebagai monoterapi, tetapi juga
dikombinasi dengan antibiotik atau obat lain. Namun, terdapat laporan kasus
PKOD vankomisin seperti PETINIA (Beckman Coulter) pada dua pasien dengan
kondisi IgM yang tinggi. Metode tersebut tidak mampu mengukur konsentrasi
vankomisin pasien dengan tepat dan mengalami peningkatan laju agregasi partikel
yang tidak normal, sehingga memberikan hasil rendah yang palsu (65). Laporan
kasus lainnya terjadi pada dua pasien dengan kondisi serupa menggunakan
PETINIA (Beckman Coulter) dan perolehan kadar vankomisin yang tidak selaras
dengan dosis yang diberikan (66). Penyebab hasil bias kedua laporan kasus telah
dijelaskan dalam studi in vitro yang mengidentifikasi pengaruh paraprotein
(immunoglobulin) pada empat teknik immunoassay vankomisin, dimana Ig M yang
tinggi menurunkan perolehan kadar vankomisin pada PETINIA (67).

Selain PETINIA, metode FPIA juga mengalami reaktivitas silang,
walaupun menjadi metode yang paling banyak digunakan pada berbagai institusi.
Reaktivitas silang tersebut menyebabkan perolehan konsentrasi vankomisin yang
lebih tinggi dibandingkan konsentrasi sebenarnya pada pasien dengan kerusakan
ginjal (16-18,34,37). Reaktivitas silang terjadi dengan produk degradasi
vankomisin, vyaitu crystalline degradation product (CDP-1) yang umumnya
terakumulasi dalam ginjal pasien yang rusak (16,18,34). Namun pada pasien
dengan fungsi ginjal normal, analisis FPIA terbukti tidak memiliki perbedaan kadar
secara signifikan ketika dibandingkan dengan EMIT dan KCKT. Immunoassay
dengan antibodi poliklonal seperti FPIA dan RIA terbukti mampu mengenali
keberadaan CDP-1 sehingga memberikan hasil yang bias, sedangkan metode EMIT
dengan antibodi monoklonal tidak menunjukkan terjadinya reaktivitas silang
(16,17,34).

Berbeda dengan studi sebelumnya, dua laporan kasus membuktikan bahwa
EMIT mengalami reaktivitas silang, yaitu pengukuran konsentrasi vankomisin
yang berlebih (>50%) ketika dibandingkan dengan KCKT (68), dan perolehan
kadar pada pasien yang belum mendapatkan vankomisin sebelumnya (69).
Reaktivitas silang ini menunjukkan bahwa immunoassay memiliki selektivitas yang

rendah, sedangkan KCKT mampu memisahkan vankomisin dengan produk
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degradasi dan jenis obat lainnya (34). Seperti pada penelitian Usman dan tim yang
menguji selektivitas KCKT menggunakan meropenem dan imipenem (23), serta
obat lainnya (28,49,57) yang terbukti mampu terpisah dengan puncak vankomisin.
Uji selektivitas lainnya oleh tim Jehl langsung melakukan pada 112 serum pasien
yang mendapatkan beragam kombinasi obat dan terbukti tidak mempengaruhi hasil
analisis vankomisin pada KCKT (44). Selektivitas yang tinggi ini menjadi salah
satu kelebihan dari metode KCKT. Selain itu, KCKT juga mampu membedakan

dan menentukan kadar lebih dari satu analit di dalam sampel.



Tabel 5. Perbandingan metode immunoassay dengan KCKT dalam penentuan kadar vankomisin
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Jumlah

Rata-rata

Senyawa

Metode Matriks Sampel ' Perbedaan Persamaan Crossreactivity Ref.
KCKT vs. . n
PETINIA Plasma 289 0,947 0,44% KCKT =0,949 (PETINIA) + 0,554 - (23)
Fpe'ri I'Sf’aon"’_‘tggjr_“ - FPIA =1,025(KCKT)+2,438 ,
KCKTvs.FPIA |  Serum 64 FFI)DI ; [P (43)
private : 0,943 - FPIA =1,046(KCKT)+1,236 -
KCKT vs. RIA 0,945 g 2 RIA =1,13 (KCKT) + 2,32 -
pg/mL
Serum 112 192+ 201 (44)
KCKT vs. FPIA 0,967 e FPIA =11l (KCKT) + 2,06 -
ug/mL
Darah 180
KEKTYS FPIA ™ Saringan 0,964 ! FPIA = 0,84 (KCKT) + 1,04 : (38)
X 270
dan tulang
FPIA vs. KCKT Serum 9 - 13,4-52,6% - V* (37)
FPIA vs. KCKT Serum 60 0,97 - FPIA = 0,84557 (KCKT) + 3,3205 - (36)
FPI vs. KCKT Serum 50 0,939 16-25% FPIA =1,148 (KCKT) + 0,507 CDP-1 atau (16)
EMIT vs. KCKT 0,933 -0,4-34% EMIT =0,958(KCKT) + 1,924 demetilvankomisin
FPIA vs. KCKT Serum 98 0,98 FPIA = 1,09(KCKT) + 3,04 - (19)
FPIA vs. KCKT Serum 100 0,9996 - FPIA = 1,0489 (KCKT) - 0,737 - (39)
PETINIA vs. 0,960 (r2) ) KCKT = 0,78 (PETINIA) + 1,35 )
KCKT Serum 8 ' (van bebas) (40)
EPIA vs. KCKT 0,955 (12 ] KCKT = 0,82 (PETINIA) - 1,61 ]
(total van)
EMIT vs. KCKT Serum 50 0.963 - EMIT = 0,51 + 1 (KCKT) - (58)
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Senyawa

. Jumlah Rata-rata
Metode Matriks Sampel ' Perbedaan Persamaan Crossreactivity Ref.
FIA vs. KCKT 0,919 - EMIT = 0,51 + (KCKT) -
FPIA vs. KCKT Serum 106 0,977 FPIA =0,877(KCKT) + 0,819 - (35)
RIA vs. KCKT 0,964 FIA = 0,899 (KCKT) + 0,539 -
FPIA vs. KCKT 98 0,97 12,20% KCKT =1,04 FPIA + 0,15
'mm”rg‘(’:ﬁiay vs: 0,98 2220% | KCKT = 1,22 immunoassay - 0,27
99
Immunoassay vs. | Plasma 0,98 8,10% KCKT = 0,93 immunoassay + 1,37 ; (41)
KCKT
PELI(':\I}L'?‘I.VS' 98 0,97 6,10% KCKT = 0,99 immunoassay + 0,45
0,916 - KCKT =0,651 (RIA) + 3,98
RIA vs. KCKT Plasma 62 0.973 . KCKT = 0,859 (RIA) + 0,766 - (42)
Keterangan :

*

: mengalami crossreactivity, namun tidak disebutkan




24

Perbandingan parameter sensitivitas dari kedua metode
Studi bioanalisis vankomisin dalam serum antara metode EMIT dan FPIA

yang memperoleh nilai LoQ (Limit of Quantification) sebagai batas kuantifikasi
sebesar 5 dan 2 pg/mL, (17). Namun, penelitian lainnya mampu memperoleh
sensitivitas FPIA yang lebih rendah pada spesimen serum dan tulang, yaitu 0,6
png/mL (19,21,37). Selain itu, tingkat sensitivitas dari RIA pada penelitian lain
masih belum mampu menyaingi sensitivitas FPIA dengan LoD (Limit of Detection)
sebagai batas deteksi sebesar 1,7 upg/mL pada cairan Bronchoalveolar Lavage
(BAL) (42). Perolehan sensitivitas dari ELISA sebesar 0,02 pg/mL mampu menjadi
nilai sensitivitas terendah dibandingkan metode lain dalam Tabel 1 pada serum dan
eksudat luka, walaupun pengujian selektivitas metode hanya dilakukan pada
gentamisin (33). Penelitian lain oleh Michael dan tim membandingkan FIA, FPIA
dan RIA, dimana metode RIA membutuhkan tambahan pengenceran sampel pada
konsentrasi vankomisin >32 pg/mL (35).

Studi lainnya telah berhasil membandingkan tingkat sensitivitas antara
metode immunoassay dengan KCKT. Seperti studi oleh Usman dan tim yang
menunjukkan bahwa KCKT terbukti 8 kali lebih sensitif dibandingkan PETINIA
dengan perbandingan LLoQ sebesar 0,25 pg/mL terhadap 2 pg/mL (23).
Perbandingan serupa oleh Berthoin dan rekan juga memperoleh nilai LLoQ KCKT
yang lebih rendah yaitu 1,6 dan 0,3 ug/mL, sedangkan PETINIA sebesar 3 pg/mL.
Penelitian tersebut juga menunjukkan bahwa KCKT mampu melakukan analisis
pada konsentrasi yang lebih tinggi hingga 300 pg/mL, dimana PETINIA hanya
mampu mengkuantifikasi hingga kadar 35 pg/mL (40). Studi berbeda mendapatkan
bahwa FPIA memiliki rentang analisis yang lebih luas dibandingkan dengan KCKT
dan RIA, yaitu 1-32 pg/mL, 0-100 ug/mL dan 1-50 pg/mL untuk RIA, FPIA dan
KCKT (44).

Dari beragam studi perbandingan langsung antara KCKT dengan
immunoassay, hampir keseluruhan studi menunjukkan bahwa KCKT merupakan
metode yang lebih sensitif dibandingkan immunoassay. Parameter sensitivitas dari
metode yang digunakan dalam aplikasi PKOD juga tentunya akan memberikan

keuntungan untuk kondisi pasien dengan konsentrasi vankomisin yang berada di
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bawah rentang KEM (subdosis) atau kondisi yang membutuhkan tingkat
sensitivitas tinggi. Namun, selama metode bioanalisis mampu memiliki rentang
kuantifikasi pada konsentrasi terapi vankomisin, maka aplikasi tersebut sudah
cukup untuk dapat digunakan dalam aplikasi PKOD. Berbeda halnya jika aplikasi
metode tersebut bertujuan untuk bidang lainnya, seperti bidang industri atau
penelitian yang tentunya membutuhkan tingkat sensitivitas metode analisis yang

tinggi.

Perbandingan Efesiensi antara Immunoassay dengan Kromatografi Cair
Kinerja Tinggi sebagai Metode Analisis Vankomisin

Perbandingan waktu yang dibutuhkan dari kedua metode

KCKT membutuhkan waktu analisis yang panjang, sedangkan metode
immunoassay mampu melakukan dengan lebih cepat dan mudah (70,71). Studi
terdahulu melakukan perbandingan waktu analisis vankomisin, dimana KCKT
membutuhkan 15 menit, sedangkan FPIA hanya memerlukan 5 menit setiap
analisis, bahkan setiap jamnya mampu menguji hingga 80 sampel (35). Studi
tersebut juga menunjukkan bahwa waktu analisis FPIA tersebut lebih pendek
dibandingkan dengan RIA. Kecepatan tersebut disebabkan berbagai tahapan
immunoassay seperti pengenceran sampel, pembacaan dan perhitungan dilakukan
secara otomatis, serta mampu membaca sampel dengan jumlah banyak dalam satu
kali analisis (14,35,36). Walaupun demikian, pengujian (proses pencampuran,
inkubasi) metode ELISA dilakukan secara manual serta dapat dilihat bahwa Tabel
4 dan Tabel 6 menunjukan bahwa total waktu beberapa metode KCKT lebih
singkat. Namun, metode ELISA tersebut dapat dilakukan langsung pada 96 sampel,
sehingga efisiensi waktu yang dimiliki ELISA tentunya menjadi lebih tinggi. Studi
lain juga menunjukan bahwa total waktu analisis yang dibutuhkan KCKT adalah 4
kali dari waktu yang diperlukan metode RIA dan FPIA (44).

Berdasarkan penjabaran sebelumnya, metode immunoassay memiliki
prosedur yang lebih sederhana dan waktu analisis yang cepat dibandingkan teknik
KCKT. Hal tersebut memberikan keuntungan dalam aplikasi PKOD vankomisin di
klinis untuk memberikan hasil yang cepat agar tindakan dapat segera diberikan pada

pasien. Disisi lain, dalam pelaksanan KCKT mengharuskan rangkaian prosedur
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yang panjang, yaitu mulai dari pengondisian sistem KCKT, preparasi sampel dan
waktu analisis yang lama serta dibutuhkannya pencucian kolom pada saat analisis
dua analit yang berbeda ataupun saat instrumen telah selesai digunakan (36,58).
Dalam hal ini memberikan kemungkinan variasi disetiap tahapannya, seperti variasi
pada proses penyiapan larutan fase gerak, ekstraksi sampel dan lainnya (36).
Sebaliknya, immunoassay tidak memerlukan tahapan preparasi sampel, selain itu

analisis dapat dilakukan dalam jumlah sampel yang banyak sekaligus (14,70).

Tabel 6. Waktu yang dibutuhkan immunoassay
Waktu (mnt)

Metode Matriks Kons. Standar PS P A tP (bln)  Ref
ELISA - 0-40,5 ng/mL - 64 5 12 (72)
ELISA Sl‘jrr‘:rr:‘ 12,8-1000 ng/mL 655 92 5 12dan1* 3
EMIT  Serum, plasma ~ 0-50 pg/mL - - - o (74)
PETINIA Serum, plasma = 2,5-100 pg/mL - - - - (75)
FPIA  Serum, plasma 2,5-100 pg/mL - - - 3 (76)
LTIA  Serum, plasma  2,5-100 ng/mL - 5 3 12 (77)
Keterangan
" : Ketika kit sudah terbuka P : Pengujian
o : Sesuai label A : Analisis
PS : Preparasi sampel tP : Waktu penyimpanan

Namun, tidak hanya faktor kecepatan yang dibutuhkan dalam PKOD,
melainkan faktor lain seperti keakuratan dan ketepatan analisis diperlukan agar
interpretasi data dan tindak lanjut pilihan terapi pasien dapat diberikan dengan tepat
dan sesuai. Walaupun perolehan korelasi hasil antar kedua metode selaras dan
tingkat akurasi serta presisi yang tidak berbeda jauh. Pada beberapa kondisi, seperti
risiko terjadinya reaktivitas silang serta kebutuhan sensitivitas yang tinggi pada
pasien dengan kadar vankomisin rendah menjadi kekurangan metode
immunoassay. Pada beberapa kasus yang telah disebutkan sebelumnya, reaktivitas
silang menjadi permasalahan utama dari immunoassay terhadap beberapa produk
degradasi dan senyawa. Berbeda dengan metode KCKT yang memiliki tingkat
sensitivitas dan selektivitas lebih tinggi, dimana hal ini telah dibuktikan dalam
beberapa penelitian. Selain itu, KCKT juga mampu membedakan dan menentukan

kadar lebih dari satu analit di dalam sampel.
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Perbandingan biaya yang dikeluarkan dari kedua metode
Dari sisi biaya, investasi awal yang dibutuhkan KCKT lebih tinggi jika

dibandingkan dengan immunoassay. Selain itu, proses pengoperasian instrumen
KCKT yang kompleks memerlukan teknisi ahli dalam menjalankannya. Namun,
reagen atau kit pada immunoassay memiliki jangka penggunaan yang pendek
setelah kit terbuka (Tabel 6), sehingga penggunaannya perlu menyesuaikan dengan
kebutuhan PKOD vyang dilakukan, mengingat implementasi PKOD di Indonesia
masih sangat minim dan jarang dilakukan (70). Selain itu, penelitian lain
menunjukkan bahwa biaya kebutuhan alat dan bahan metode KCKT dengan teknik
elusi isokratik lebih rendah dibandingkan metode immunoassay (42). Dari beberapa
penelitian tersebut, dapat dilihat bahwa KCKT memerlukan biaya investasi awal
yang lebih tinggi, tetapi dalam pelaksaan selanjutnya biaya kebutuhan analisis
KCKT lebih rendah. Semakin tingginya biaya analisis yang dikeluarkan, maka
harga yang dibayarkan oleh pasien pun akan semakin meningkat. Walaupun
demikian, biaya yang dikeluarkan oleh pasien dapat ditekan ketika kebutuhan

analisis atau PKOD pasien semakin tinggi (70).

Kesimpulan

Dalam praktik klinis PKOD vankomisin, kedua metode yang dibahas dalam
artikel ini memiliki kemampuan analisis yang sama baiknya dan korelasi yang
selaras dalam menggambarkan konsentrasi vankomisin, walaupun dengan presisi
dan tingkat selektivitas serta sensitivitas yang berbeda. Kajian ini tidak menentukan
metode terbaik atau metode yang dapat menjadi pilihan utama, melainkan
memberikan rekomendasi pertimbangan terhadap beberapa faktor yang perlu
diperhatikan ketika salah satu metode menjadi pilihan dalam penentuan kadar
vankomisin pasien. Metode immunoassay dapat menjadi pilihan yang
direkomendasikan jika analisis diperlukan cepat dan digunakan sebagai analisis
rutin, tetapi pada beberapa kondisi pasien seperti pasien dengan kerusakan ginjal
dan nilai imunoglobulin yang tinggi harus dihindari. Di sisi lain, metode KCKT
direkomendasikan pada analisis spesimen pasien yang memerlukan tingkat

sensitivitas dan selektivitas metode tinggi serta dapat digunakan tanpa perlu
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mempertimbangkan kondisi pasien, tetapi tidak dapat memberikan metode yang

cepat dan mudah.
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