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ABSTRACT

Vancomycin is one of antibiotic that used to treat infections caused by methicillin-resistant Staphylococcus
aureus (MRSA). The recommended concentration for vancomycin is 15-20 mg/L every 8-12 hours in the blood.
Vancomycin has a narrow therapeutic index so that small changes in dose can lead to significant changes in
drug response. Therefore, monitoring of drug therapy is recommended to optimize vancomycin concentrations.
Vancomycin levels in blood plasma have been measured using a variety of analytical techniques, the two that
are most frequently employed are high performance liquid chromatography (HPLC) and immunoassay
methods. This review intends to give information on the two analytical methods and what is appropriate to
learn about the comparison of the two analytical methods on vancomycin levels in blood plasma. The results
of the review that has been carried out are that the main difference between the HPLC method and the
immunoassay is in the basic principles of the analytical technique. The immunoassay method (FPIA and RIA
methods) is more appropriate to use than the HPLC method because it conforms the results of the analysis,
especially in the range of concentrations and sensitivities obtained.
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ABSTRAK

Vankomisin merupakan salah satu antibiotik yang digunakan untuk pengobatan infeksi yang disebabkan oleh
methicillin resistance Staphylococcus aureus (MRSA). Konsentrasi yang direkomendasikan untuk vankomisin
adalah 15-20 mg/L tiap 8-12 jam dalam darah. Vankomisin memiliki indeks terapi sempit sehingga adanya
perubahan kecil dalam dosis dapat menyebabkan perubahan signifikan dalam respon obat. Oleh karena itu,
pemantauan terapi obat dianjurkan untuk mengoptimalkan konsentrasi vankomisin. Kadar vankomisin dalam
plasma darah telah diukur menggunakan berbagai metode analisis, dua metode analisis yang paling sering
digunakan yaitu dengan kromatografi cair kinerja tinggi (KCKT) dan metode immunoassay. Review ini
bertujuan untuk memberikan informasi terkait kedua metode analisis tersebut dan yang tepat untuk
mengetahui perbandingan dari kedua metode analisis terhadap kadar vankomisin dalam plasma darah. Hasil
dari review yang telah dilakukan yaitu perbedaan utama antara metode KCKT dan immunoassay adalah pada
prinsip dasar teknik analisisnya. Metode immunoassay (metode FPIA dan RIA) lebih tepat digunakan
dibandingkan dengan metode KCKT karena memiliki keselarasan hasil analisis terutama pada rentang
konsentrasi dan sensitivitas yang diperoleh.
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PENDAHULUAN

Vankomisin merupakan golongan
glikopeptida atau antibiotik yang sering berperan
sebagai agen lini pertama dalam pengobatan
infeksi yang disebabkan oleh methicillin resistance
Staphylococcus aureus (MRSA) (Chong, et al,
2017). Vankomisin juga dapat digunakan untuk
pengobatan infeksi komplikasi seperti pneumonia,
meningitis, osteomyelitis, dan endocarditis (Suardi,
et al., 2016). Pemberian vankomisin dalam jangka
panjang harus dihindari untuk mencegah
perkembangan resistensi dalam tubuh manusia
sehingga  konsentrasi  vankomisin  harus
dipertahankan di atas 10 mg/L (Chong et al., 2017).
Untuk  infeksi  yang  disebabkan  oleh
Staphylococcus aureus, konsentrasi vankomisin
yang direkomendasikan yaitu 15-20 mg/L setiap 8
hingga 12 jam agar dapat meningkatkan hasil klinis
(Yoon, et al., 2018; Alvarez, et.al, 2016)).

Vankomisin merupakan antibiotik dengan
indeks terapi sempit sehingga adanya perubahan
kecil dalam dosis dapat menyebabkan perubahan
signifikan  dalam  respon obat sehingga
menyebabkan obat mudah mencapai konsentrasi
obat subterapeutik atau toksik (Anonim, 2012;
Suardi, et al. 2016; Yoon, et al. 2018). Peningkatan
kadar ~ vankomisin  dapat  menyebabkan
nefrotoksisitas dan ototoksisitas dan sedangkan
penurunan  kadar  vankomisin  berpotensi
menyebabkan resistensi antibiotik (Nurkhasanah,
2020). Oleh karena itu, pemantauan konsentrasi
obat (PTM) telah direkomendasikan untuk
mengoptimalkan konsentrasi obat untuk obat
indeks terapeutik sempit (Moorthy, et al., 2020).
Pemantauan terapeutik pada vankomisin diusulkan
untuk mencegah efek toksik yang terkait dengan
terapi, seperti ototoksisitas pada pasien lanjut usia
dan nefrotoksisitas pada terapi dosis tinggi. Namun,
dalam beberapa tahun terakhir, pemantauan kadar
vankomisin sebagian besar digunakan untuk
mencapai konsentrasi plasma spesifik untuk
keberhasilan terapi (Lima, et.al, 2018).

Analisis vankomisin dalam plasma darah
telah banyak dilakukan dengan menggunakan
berbagai metode seperti bioassay,
radioimmunoassay (RIA), fluorescence polarization
immunoassay (FPIA), metode enzyme-multiplied
immunoassay (EMIT), kromatografi cair kinerja
tinggi (KCKT), kromatografi cair-spektrometri
massa (LC-MS/MS), dan metode lainnya (Cheng, et
al, 2022). Karena selektivitas, sensitivitas, dan

kemudahan penggunaan, kromatografi cair-
spektrometri massa (LC-MS/MS) adalah pilihan
analisis yang sesuai (Zhang et al, 2019).

Namun, metode uji yang digunakan untuk
pemantauan konsentrasi obat (PTM) haruslah
cepat, sederhana, dan menggunakan instrumentasi
yang murah dan mudah digunakan (Milla et.al,
2020). Oleh karena itu, metode yang umum
dilakukan adalah metode immunoassay dan
metode kromatografi cair kinerja tinggi (KCKT)
(Parker, et al., 2017). Metode KCKT digunakan
dalam kombinasi dengan detektor yang lebih
sederhana seperti UV untuk mengurangi kerugian
LC-MS/MS. Metode immunoassay digunakan
secara luas untuk pemantauan obat karena
afinitasnya yang tinggi, persyaratan volume sampel
yang rendah, kesederhanaan, dan biaya yang
rendah (Ates et.al 2020). Review jurnal ini bertujuan
untuk mengetahui perbandingan dari kedua metode
analisis terhadap kadar vankomisin dalam plasma
darah.

METODE PENELITIAN

Langkah awal dalam melakukan studi
literatur jurnal ini dimulai dengan mengumpulkan
sejumlah jurnal yang akan ditinjau. Jurnal-jurnal
tersebut disaring berdasarkan judul dan abstrak
sehingga didapatkan hasil jurnal sebanyak 44
jurnal. Proses pencarian sumber untuk melakukan
review jurnal ini melibatkan penggunaan referensi
primer, yang melibatkan pencarian beberapa jurnal
yang terakreditasi dengan tahun terbit yang relevan
dimulai dari tahun 2013 hingga 2022 dari situs web
resmi seperti Google Scholar, PubMed, Research
Gate, Science Direct dan sebagainya dengan fokus
pencarian pada keyword, vankomisin, plasma
darah, analisis senyawa vankomisin, analisis obat
dengan KCKT-UV dan Immunoassay. Selanjutnya,
jurnal-jurnal tersebut akan diskrining berdasarkan
judul dan abstraknya untuk memastikan kesesuaian
dengan pembahasan yang akan digunakan.

HASIL DAN DISKUSI

Vankomisin  merupakan salah  satu
antibiotik yang memiliki indeks terapi sempit dalam
penggunaannya dengan tingkat variabilitas
farmakokinetika tinggi. Selain itu, vankomisin
sendiri dalam interaksinya dengan obat lain dapat
menyebabkan peningkatan bahkan penurunan
kadar vankomisin dalam plasma darah yang pada
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akhimya akan  mempengaruhi  efektivitas
Vankomisin didalam tubuh ketika dikonsumsi. Oleh
karena itu pemastian kecukupan kadar terapeutik

Vankomisin ~ dalam  plasma darah  perlu
diperhatikan.

Pemastian kecukupan kadar terapeutik
Vankomisin dalam plasma darah, dalam

analisisnya dapat dilakukan dengan menggunakan
beberapa metode penetapan kadar vankomisin
dalam plasma darah seperti Immunoassay,
Kromatografi Cair Kinerja  Tinggi  (KCKT),

Tabel 1. Hasil Uji dengan Metode Immunoassay

Fluoresensi dan Spektrometri massa. Namun
metode Immunoassay dan Kromatografi Cair
Kinerja Tinggi (KCKT) merupakan metode yang
paling sering digunakan karena  hanya
membutuhkan sampel plasma yang sedikit selama
proses analisisnya jika dibandingkan dengan
Fluoresensi dan Spektrometri massa. Sehingga hal
tersebut dinilai efisien karena bahan yang relatif
terjangkau dan peralatan yang canggih untuk dapat
dikembangkan secara klinis (Wibowo Ari, 2019).

Matriks Metode Sensitivitas % Recovery (%) Rentang CV (%)
(Mg/mL) Konsentrasi
(Hg/mL)
PETINIA 2 - 2-50 -
Plasma
Darah FPIA 3 - 3-100 3,1-6,2
RIA 1,7 (BAL) - 0-80 24-44

Beberapa hasil pengujian senyawa vankomisin pada plasma darah dengan menggunakan metode
Kromatografi Cair Kinerja Tinggi (KCKT-UV) dapat dilihat pada tabel 2 dibawah ini :

Tabel 2. Hasil Uji dengan Metode Kromatografi Cair Kinerja Tinggi (KCKT-UV)

Tidak menunjukkan adanya
puncak vankomisin.

Akurasi dan presisi:

<15%

Uji stabilitas

% diff konsentrasi QLC tidak
lebih dari £15% pada siklus ke-0
dan ke-3.

Matriks Senyawa Metode Hasil Penelitian
Plasma Vankomisin | KCKT-UV | e Linearitas kurva baku: (Wibowo, A.,
darah y=2882,3x-83,805 Maulidina, DI., Et al.
R=0,9998 2019)
o Selektivitas:
- % CV sebesar 9,06 %
- % diff pada rentang -12,26-
8,75 %
e Uji carry-over
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40,35%

o Linearitas kurva baku (Nurkhasanah L.
y =0,0957x + 0,0057 2020)
R =0,9999
e Selektivitas
- Nilai kadar terbaca pada
rentang 1,22-1,76 pg/mL.
- % diff konsentrasi QLC pada
rentang -17,51% - 18,46.
e Akurasi dan presisi
- % diff Kadar LLOQ pada
rentang -16,77% - 10,45% ;
% CV sebesar 10,94%.
- % diff kadar QCL pada
rentang -3,24% - 4,13% ; %
CV sebesar 2,92%.
- % diff Kadar QCM pada
rentang -14,34% - 14,34% ;
% CV sebesar 3,86%.
- % diff Kadar QCH pada
rentang -13,01% - 5,32%% ;
% CV sebesar 7,31%.
e Pengujian perolehan kembali

Analisis obat Vankomisin dapat dilakukan
dengan menggunakan metode Immunoassay
dikarenakan metode tersebut termasuk dalam
kategori analisis kualitatif dan kuantitatif. Metode
tersebut seringkali digunakan untuk mendiagnosis
penyakit, PKOD, penelitian farmakokinetik,
mengontrol kualitas hingga bioekivalensi obat
bidang industri farmasi hingga analisis obat dalam
sampel biologis. Selain itu, analisis pada metode ini
melibatkan peran analit sebagai antigen dengan
antibodi spesifik yang erat kaitannya dengan
sampel biologis pada manusia baik secara
kompetitif maupun non - kompetitif (Senya, 2020).

Pada pengujian menggunakan metode
Immunoassay (tabel 1) digunakan beberapa
metode diantaranya yaitu PETINIA (particle
enhanced turbidimetric inhibition immunoassay),
FPIA (fluorescence immunoassay) dan RIA
(radioimmunoassay). Penggunaan metode -
metode tersebut telah banyak dikembangkan dan
diteliti oleh para peneliti sehingga dapat diperoleh
hasil yang beragam. Metode PETINIA, FPIA dan
RIA yang digunakan pada immunoassay bertujuan
untuk membandingkan hasil pengujian senyawa
obat Vankomisin di dalam plasma darah dengan
menentukan konsentrasi Vankomisin dalam plasma

darah (Alawiyah, 2017). Berdasarkan hasil yang
terdapat pada tabel 1, metode FPIA dan RIA
memiliki  keselarasan hasil analisis karena
keduanya memiliki korelasi yang dekat terutama
pada rentang konsentrasi dan sensitivitas yang
diperoleh (Finch, 2017; Angel et al, 2022).

Korelasi yang dimaksud pada metode FPIA
dan RIA dapat dilihat saat kedua metode tersebut
mengalami reaktivitas silang yang pada akhirnya
dapat memberikan nilai pada analisis obat yang
dilakukan. Sehingga kedua metode tersebut
merupakan teknik immunoassay yang efisien dan
tercepat yang dapat digunakan untuk analisis
Vankomisin dalam plasma darah (Senya, 2020).
Selain itu pada studi terdahulu, metode
immunoassay juga dilakukan menggunakan
parameter koefisien korelasi (r). Dimana parameter
tersebut memiliki rentang nilai r >0,8. Rentang nilai
ini di dalam pedoman termasuk ke dalam kategori
korelasi kuat hingga sangat kuat (May, 2018; Li
1995; Nyoman, 2015). Sehingga pada metode FPIA
dan RIA memiliki korelasi yang dekat karena sama-
sama memiliki nilai korelasi >0,8
(Khudaibergenova, 2015)

Pada metode PETINIA, menunjukkan nilai
selektivitas 2ug/mL yang menunjukkan bahwa nilai
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yang dihasilkan rendah. Berdasarkan literatur,
penggunaan metode PETINIA dapat menyebabkan
peningkatan laju agregasi partikel yang tidak normal
hingga ketidakmampuannya mengukur konsentrasi
vankomisin dengan tepat (Usman, 2016; Zhang,
2014), sehingga memberikan hasil rendah yang
palsu (Oyaert, 2015). Hal ini menyebabkan kadar
vankomisin tidak sesuai pengukuran dalam plasma
darah (Senya, 2020). Sehingga dapat disimpulkan
bahwa metode FPIA dan RIA lah yang paling tepat
untuk pengujian dalam analisis senyawa
vankomisin dalam plasma darah dengan teknik
immunoassay (Rohayati, 2015; Rizalina, 2018;
Tuon, 2018).

Tidak hanya menggunakan metode
immunoassay seperti yang telah dilakukan dalam
beberapa penelitian yang terdapat dalam tabel 1,
penetapan suatu kadar senyawa vankomisin dalam
plasma manusia juga dapat dilakukan dengan
menggunakan metode Kromatografi Cair Kinerja
Tinggi (KCKT) menggunakan detektor UV
(Hagihara., et al. 2013; Usman dan Hempel, 2016).
Pada pengujian menggunakan metode KCKT-UV
(tabel 2) dilakukan beberapa uji dari setiap
penelitian yang telah dilakukan. Pengujian tersebut
diantaranya uji linearitas kurva baku, uji selektivitas,
uji carry-over, uji akurasi dan presisi, serta uji
stabilitas pada penelitian pertama oleh Wibowo A,
et al. Pengujian yang dilakukan pada penelitian
kedua oleh Nurkhasanah L diantaranya uji linearitas
kurva baku, uji selektivitas, uji akurasi dan presisi,
serta uji perolehan kembali.

Pada penelitian yang dilakukan oleh
Wibowo didapatkan hasil akhir bahwa diperoleh
parameter hasil uji validasi metode bioanalisis
vankomisin dalam spiked-plasma sudah sesuai
kriteria yang telah ditetapkan oleh European
Medicine Agency (EMA). Hal ini dapat dibuktikan
dengan hasil uji linearitas kurva baku yang
dinyatakan telah memenuhi parameter persyaratan
uji berupa adanya korelasi antara area puncak dan
konsentrasi vankomisin yang terukur ditandai
dengan rekomendasi keberterimaan sebesar R >
0,999 (Fatimah FS. et al. 2018). Pada uji
selektivitas nilai CV dan % diff konsentrasi
didapatkan hasil memenuhi persyaratan sehingga
metode ini dikatakan memiliki nilai selektivitas yang
baik, dapat memisahkan dan meng-kuantifikasi
kadar senyawa vankomisin dari berbagai macam
senyawa yang bisa mengganggu proses analisis
serta tidak dipengaruhi oleh perbedaan sumber
plasma. Hasil uji carry-over setelah pembacaan

analit pada konsentrasi tinggi (ULoQ) dikatakan
telah memenuhi persyaratan yang ditetapkan oleh
European Medicines Agency yaitu < 20% LLoQ
atau tidak lebih dari 5% standar internal (Anonim,
2011). Kadar tunak minimal vankomisin mencapai
> 30 pg/mL pada kasus ketoksikan vankomisin
(Tuon., etal. 2018).

Pada uji stabilitas didapatkan hasil analit
vankomisin pada matriks plasma tidak mengalami
degradasi melebihi batas yang ditetapkan oleh
European Medicine Agency dengan perolehan nilai
% diff konsentrasi spiked-plasma jangka pendek
dan jangka panjang < 15% (Wibowo, A., Maulidina,
DI, Et al. 2019). Validasi metode bioanalisis
vankomisin pada plasma darah manusia dapat
dilakukan dengan menggunakan teknik kuantifikasi
standar eksternal kalibrasi ganda karena rentang
kadar yang cukup lebar dengan integrasi area
puncak maka dapat digunakan model exponentially
modified gaussian (EMG) dengan pendekatan
valley-to-valley event (Fatan, FA., Qothrunnada,
GR., et al. 2022). Model exponentially modified
Gaussian (EMG) dengan pendekatan valley-to-
valley event merupakan suatu pengukuran area
puncak yang dimulai dari titik awal hingga titik akhir
puncak (Dyson, 1998).

Berdasarkan penelitian yang dilakukan
oleh Nurkhasanah didapatkan hasil berupa metode
tersebut dinyatakan valid dalam penerapannya
pada analisis senyawa vankomisin menggunakan
sampel plasma pada manusia dibuktikan dengan
kriteria  parameter validasi yang terpenuhi
mencakup akurasi, linearitas, presisi, selektivitas,
perolehan  kembali  berdasarkan  pedoman
European Medicines Agency tahun 2011. Pada
penelitian tersebut metode uji dilakukan secara
akurasi dan presisi dengan menggunakan empat
konsentrasi berbeda, yaitu LLOQ, QCL, QCM, dan
QCH, dengan nilai masing-masing sebesar 1,5
Mg/mL, 4,5 pg/mL, 25 pg/mL, dan 40 pg/mL. Dalam
uji linearitas dengan menggunakan kurva baku,
diperoleh nilai koefisien relasi sebesar 0,9999.
(Harmita, 2015). Pada uji selektivitas, dilakukan
kuantifikasi terhadap kadar LLOQ dan blanko pada
enam sampel plasma yang berasal dari individu
yang berbeda. Hasilnya menunjukkan nilai kadar
terdeteksi antara 1,22 hingga 1,76 pg/mL, dengan
variasi persentase konsentrasi dalam rentang -
17,51% hingga 18,46%. Dengan demikian, hasil
tersebut memenuhi persyaratan keterulangan
pembacaan antar sampel di mana nilai persentase
CV (koefisien variasi) dan persentase diff

Journal of Pharmaceutical and Sciences [Volume 6|No.2|APRIL-JUNI|2023|pp.428-436

Electronic ISSN : 2656-3088

Homepage: https://www.journal-jps.com



(perbedaan) konsentrasi tidak melebihi £20%
(Anonim, 2011). Pengujian akurasi dan presisi,
ditemukan hasil pencapaian kadar LLOQ dengan
persentase perbedaan konsentrasi antara -16,77%
hingga 10,45% dan nilai koefisien variasi (CV)
sebesar 10,94%. Kadar QCL terdeteksi pada
persentase diff konsentrasi rentang -3,24% hingga
4,13% dan nilai persentase CV didapat 2,92%.
Kadar QCM terdeteksi persentase diff konsentrasi
kisaran -14,34% hingga 14,34% dan nilai
persentase CV didapatkan 3,86%. Selain itu,
diperoleh kadar QCH dengan nilai persentase diff
konsentrasi pada kisaran -13,01% hingga 5,32%
dan persentase CV 7,31%. Hasil diatas
merepresentasikan bahwa metode analisis yang
dilakukan telah sesuai dengan persyaratan
ketepatan pengukuran pada nilai sebenarnya dan
keterulangan pembacaan yang baik berdasarkan
acuan  Europan  Medicines Agency yang
Mengharuskan persentase perbedaan (% diff) dan
koefisien variasi (% CV) kurang dari £20% pada
kadar LLOQ, dan tidak melebihi +15% untuk kadar
QCL, QCM, QCH. Metode ini dianggap efisien
untuk analisis vankomisin dengan menggunakan
standar internal parasetamol karena memiliki
tingkat keberulangan data yang lebih baik dan
efisien, dengan nilai rata-rata sebesar 40,35%.
(Nurkhasanah L, 2020).

Metode yang digunakan pada jurnal yang
ditinjau  mengenai  analisis senyawa obat
vankomisin dalam plasma darah, yaitu metode
immunoassay  dan KCKT-UV. Metode
immunoassay, diantaranya metode PETINIA
(particle  enhanced  turbidimetric  inhibition
immunoassay), FPIA (fluorescence immunoassay)
dan RIA (radioimmunoassay). Beberapa metode
yang digunakan tersebut untuk membandingkan
hasil pengujian senyawa obat Vankomisin di dalam
plasma darah dengan menentukan konsentrasi
Vankomisin  dalam plasma darah. Metode
immunoassay yang lebih tepat, yaitu metode FPIA
dan RIA, karena memiliki keselarasan hasil analisis
karena keduanya memiliki korelasi yang dekat
terutama pada rentang konsentrasi dan sensitivitas
yang diperoleh. Sedangkan, metode KCKT-UV,
diantaranya uji linearitas kurva baku, uji selektivitas,
uji carry-over, uji akurasi dan presisi, serta uji
stabilitas.

Perbedaan utama antara metode KCKT-
UV dan immunoassay adalah pada prinsip dasar
teknik analisisnya. KCKT-UV memisahkan molekul
berdasarkan interaksi dengan fase diam dan fase

gerak, sedangkan immunoassay menggunakan
interaksi antara antigen dan antibodi untuk
mendeteksi atau mengukur keberadaan zat. KCKT-
UV cocok untuk menganalisis senyawa kimia dalam
sampel, sedangkan immunoassay lebih cocok
untuk mendeteksi keberadaan atau konsentrasi
suatu zat tertentu dalam sampel biologis.

KESIMPULAN

Beberapa metode penentuan dalam
review artikel yang digunakan yakni KCKT-UV dan
Immunoassay. Metode KCKT-UV cocok untuk
menganalisis senyawa kimia dalam sampel,
sedangkan immunoassay lebih cocok untuk
mendeteksi keberadaan atau konsentrasi suatu zat
tertentu  dalam  sampel Dbiologis. Metode
immunoassay yang lebih tepat, yaitu metode FPIA
dan RIA, karena memiliki keselarasan hasil analisis
karena keduanya memiliki korelasi yang dekat
terutama pada rentang konsentrasi dan sensitivitas
yang diperoleh.
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