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ABSTRAK

UJI EFEKTIVITAS IRADIASI GAMMA DALAM MELEMAHKAN Plamodium berghei
MELALUI INKORPORASI H-3 HIPOKSANTIN. Vaksin malaria yang bersifat protektif saat ini
belum dapat diperoleh, terlebih lagi vaksin yang khas untuk populasi Indonesia. Salah satu cara terbaik
untuk memperoleh vaksin adalah dengan meng-atenuasi plasmodium menggunakan sinar gamma. Studi
menunjukkan bahwa inang yang disuntik Plasmodium sp. iradiasi mampu menekan efek malaria pasca uji
tantang. Studi viabilitas seluler parasit pasca iradiasi juga berperan penting dalam pengembangan vaksin.
Penelitian ini bertujuan untuk memperoleh pemahaman tentang viabilitas atau daya invasif P. berghei
yang diatenuasi sinar gamma terhadap sel eritrosit. Sebanyak 6 ekor mencit disuntik secara intraperitoneal
P. berghei yang telah diiradiasi dosis 150 dan 200 Gy bersama-sama dengan H3-hipoksantin masing-
masing 3 ekor. Tiga ekor mencit lain disuntik P.berghei yang tidak diiradiasi (0 Gy) sebagai kontrol. Pada
waktu-waktu tertentu pasca penyuntikan, viabilitas P.berghei diuji dengan mencacah inkorporasi
hipoksantin berlabel tritium (H-3) dalam darah dengan Liquid Scintillation Counter (LSC). Hasil
penelitian menunjukkan bahwa daya invasif P.berghei dalam sel eritrosit darah mencit dapat diatenuasi
dengan sinar gamma dan berbanding lurus dengan nilai aktivitas tritium (inkorporasi hipoksantin pada
parasit). Dosis iradiasi yang efektif untuk melemahkan parasit adalah 200 Gy. Hal ini ditandai dengan
derajat parasitemia dan nilai aktivitas tritium yang lebih rendah apabila dibandingkan dengan dosis
iradiasi 150 Gy.

Kata kunci : Plasmodium berghei, sinar gamma, viabilitas, inkorporasi hipoksantin berlabel tritium

ABSTRACT

EFFECTIVENESS TEST OF GAMMA IRRADIATION IN WEAKENING Plasmodium berghei
THROUGHT INCORPORATION OF H-3 HYPOXANTHINE. Protective malaria vaccine that has yet
to be obtained, especially vaccines that are typical for the population of Indonesia. One of the best
method to obtain the vaccine is by irradiating the plasmodium using gamma ray. Studies showed that the
host injected with irradiated Plasmodium sp. can reduce the effects of malaria after challenge test. Study
on the cellular parasite viability after irradiation was also needed in the development of vaccines.
Purpose of this experiment was to gain an understanding of the viability or invasive P. berghei that
attenuated with gamma rays on erythrocyte cell. Six mice were intraperitoneally injected with 150 and
200 Gy irradiated P. berghei in combination with H3-hypoxanthine for 3 mice each. Another group of
mice were injected with non irradiated (0 Gy) P.berghei served as control. At various times post
injection, P.berghei viability was tested by counting the incorporation of tritium labeled hypoxanthine in
blood with the Liquid Scintillation Counter (LSC). The results showed that the invasive P.berghei in the
blood cells erythrocytes of mice can attenuated with gamma rays and directly proportional to the value
of tritium activity (hypoxanthine incorporation into parasites). The effective dose of irradiation to
attenuate the parasite was 200 Gy. It is characterized by the degree of parasitemia and tritium activity
values that was lower compared with irradiation dose of 150 Gy.

Keywords: Plasmodium berghei, gamma rays, viability, incorporation of tritium labeled hypoxanthine

36


mailto:kisnanto@batan.go.id

Prosiding Pertemuan dan Presentasi llmiah Fungsional Pengembangan Teknologi Nuklir V111

Pusat Teknologi Keselamatan dan Metrologi Radiasi — BATAN

Jakarta, 13 Nopember 2013

ISSN : 1978-9971

I. PENDAHULUAN

Malaria menyebabkan sekitar 300 juta
kasus klinis dengan 1-3 juta kematian setiap
tahun, terutama wanita dan anak-anak
[1,2,3]. Malaria tersebar di 109 negara
dengan tingkat risiko hingga 40% [2]. Di
Indonesia, malaria merupakan penyakit
yang harus ditangani dan dikendalikan
dengan berbagai tindakan, antara lain
dengan  vaksinasi. Jumlah  penderita
penyakit malaria yang meninggal tahun
2005 mencapai 0,92 persen, tahun 2006
turun menjadi 0,42 persen dan tahun 2007
turun lagi menjadi 0,2 persen. Oleh karena
itu sejak tahun 2010 lalu telah dicanangkan
gerakan  eliminsi  malaria.  Malaria
disebabkan oleh plasmodium melalui
gigitan Anopheles betina terinfeksi. Sekali
berada di dalam sel, protein-protein tertentu
muncul dipermukaannya [4]. Malaria sulit
diberantas dan salah satu alternatif untuk
mengatasi masalah malaria tersebut adalah
tindakan pencegahan dengan pemberian
vaksin [5]. Penelitian dan pengembangan
vaksin terus mengalami kemajuan antara
lain melalui Malaria Vaccine Technology
Roadmap yang bertujuan untuk
mempercepat pengembangan  vaksin
sehingga diharapkan pada tahun 2025 telah
diperoleh vaksin dengan efektivitas lebih
dari 80% dengan daya proteksi lebih dari 4
tahun serta aman [6,7].

Plasmodium berghei adalah
hemoprotozoa yang menyebabkan penyakit
malaria pada rodensia, terutama rodensia
kecil. ~ Plasmodium  berghei  banyak
digunakan dalam penelitian pengembangan
biologi parasit malaria pada manusia karena
tersedia teknologi pembiakan secara in vitro
dan pemurnian pada tahapan siklus hidup,
pengetahuan pada susunan genom dan
pengaturannya. Bahkan secara molekuler,
Plasmodium  berghei  sama  seperti
plasmodium menginfeksi manusia.

Viabilitas parasit merupakan hal
sangat penting dalam pengembangan vaksin
life-attenuated dengan sinar gamma [8].
Hal ini meliputi pengamatan invasi
terhadap sel darah merah dan untuk
mengetahui tahapan perkembangan parasit
secara in vitro maupun in vivo dapat

digunakan suatu senyawa berlabel isotop
[9]. Perkembangan sistem kultur in vitro
Plasmodium  falciparum  pun telah
berkembang cepat terutama untuk uji obat
anti malaria. Sedangkan untuk vaksin masih
belum banyak dilakukan. Uji tradisional ini
biasanya  meliputi  inkubasi eritrosit
terinfeksi selama waktu tertentu dengan
perlakuan obat. Selanjutnya senyawa
bertanda seperti hipoksantin ditambahkan
dan diinkubasi kembali selama 24 jam.
Inkorporasi dari radioaktivitas ke dalam
biopolimer parasit digunakan sebagai
indeks proliferasi sel. Keunggulan uji in
vitro ini  adalah  kemudahan dan
sensitivitasnya [10].

Hipoksantin adalah derivat purin yang
terjadi secara alamiah, biasanya ditemukan
sebagai penyusun asam nukleat, memiliki
tautomer  6-hydroxypurine. Hipoksantin
merupakan bahan aditif dalam sel tertentu,
bakteri dan kultur parasit sebagai substrat
dan sumber nitrogen. Peneliti juga
menyatakan bahwa P. berghei dapat
menginkorporasi purin (3H-adenosine dan
3H-hypoxanthine) dan bukan pirimidin.
Jumlah inkorporasi ini sebanding dengan
jumlah parasit [11]. Karena pengamatan
parasit dengan mikroskop  memiliki
kelemahan, maka perlu dikembangkan
teknik inkorporasi senyawa berlabel isotop,
baik untuk uji obat maupun untuk
pengembangan vaksin. Tujuan penelitian
adalah pengembangan teknik uji viabilitas
Plasmodium sp. pasca iradiasi gamma
dengan pelabelan H-3-hipoksantin.

I1. BAHAN DAN METODE

Propagasi awal P. berghei dalam tubuh
mencit

Plasmodium berghei strain  ANKA
(P4) diinokulasi secara intraperitoneal pada
3 mencit Swiss Webster dan 3 hari
kemudian mulai diamati parasitemianya
setiap hari. Setelah parasitemia mencapai
+20%, mencit dianestesi dengan ketamil 0,5
ml dan darah diambil dari jantung
menggunakan syringe 1 ml yang berisi anti
koagulan (citrat phospat dextrose/CPD)
sebanyak 0,2 ml. Sebanyak 200 pl darah
terinfeksi (1 x 10° parasit/ml inokulum
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stadium eritrositik) disuntikkan pada 3 ekor
mencit berikutnya secara intraperitoneal.
Parasitemia pada mencit diamati setiap hari
dengan mengambil darah perifer sekitar 5
pl dari ujung ekor. Parasitemia pada
masing-masing mencit yang diumpankan,
dicek secara mikroskopis hingga diperoleh
5-10% parasitemia.

Pewarnaan Giemsa pada apusan darah
tipis dan pengamatan parasitemia.

Darah dari ujung ekor tikus sekitar 5
pl dibuat sediaan apusan darah tipis pada
kaca preparat. Setelah apusan mengering
kemudian difiksasi dengan metanol absolut
selama 30 detik. Apusan diwarnai dengan
10 % larutan Giemsa selama 15 menit.
Selanjutnya preparat diamati dengan
menggunakan mikroskop cahaya pada
perbesaran 100x. Parasitemia dihitung
dengan memilih bagian-bagian dimana tiap
lapangan pandang mengandung sel dengan
susunan tidak saling menumpuk. Dihitung
jumlah eritrosit yang terinfeksi parasit
sekitar 1000 sel eritrosit yang terhitung.
Parasitemia menunjukkan kepadatan sel
darah terinfeksi parasit dalam +5000 sel
darah merah atau 10 lapang pandang
dengan rumus sebagai berikut :

Y sel darah merah yang terinfeksi parasit X
100%
> total sel darah merah

Uji viabilitas parasit.

Darah  terinfeksi  parasit  (+10°
parasit/ml) diiradiasi dengan variasi dosis 0,
150, dan 200 Gy (laju dosis 380 Gy/jam)
kemudian dicampurkan dengan 100 pl
hipoksantin berlabel tritium (Amersham)
dengan aktivitas 1-2 pCi (37 dan 74 KBq)
per mencit (diencerkan dengan larutan
saline steril). Kemudian disuntikkan pada 3
ekor mencit untuk masing-masing dosis
secara intraperitoneal. Dalam rentang waktu
2 menit hingga 24 jam kemudian, darah
diambil dari ekor mencit 5 pl dan dibuat

apusan darah tipis pada kaca preparat.
Setelah  kaca  preparat  mengering,
selanjutnya  difiksasi dengan metanol
absolut selama 30 detik. Kemudian
dilakukan pewarnaan dengan larutan
Giemsa 10% selama 15 menit dan diamati
dengan mikroskop cahaya perbesaran 100x.
Tahapan kegiatan ini dilakukan hingga hari
ke-22 pasca injeksi.

Darah mencit £10 pl ditambahkan 5
ml aqua bidestilata steril (lkapharmindo
Putramas) dan 12 ml larutan cocktail
OPTIMA GOLD™ LLT (Perkin Elmer) ke
dalam vial. Masing-masing parasit berlabel
dicacah  menggunakan  alat  Liquid
Scintillation Counter (LSC) selama 1 jam.

I11. HASIL DAN PEMBAHASAN

Pertumbuhan parasit ditandai dengan
meningkatnya jumlah atau densitas parasit
dalam sirkulasi darah tepi. Densitas
pertumbuhan parasit di dalam darah
dinyatakan dengan persen parasitemia.
Persen parasitemia menunjukkan jumlah
eritrosit yang terinfeksi parasit. Waktu
minimum mulai dari masuknya parasit
dalam tubuh sampai dengan pertama
terlihatnya merozoit di dalam eritrosit
adalah periode prepaten. Periode prepaten
dan persen parasitemia dipengaruhi oleh
virulensi parasit. Virulensi parasit salah
satunya ditentukan oleh daya multiplikasi
parasit dan daya invasi parasit [12]. Pada
penelitian ini, mencit kontrol tanpa iradiasi
(0 Gy) mulai terjadi pertumbuhan parasit
sejak hari ke-4 pasca injeksi, sedangkan
mencit yang mengalami perlakuan iradiasi
dengan dosis 150 Gy dan 200 Gy terjadi
pada hari ke-8 pasca injeksi (Gambar 1).
Seperti disebutkan oleh Tork dalam Landau
bahwa penundaan periode prepaten hingga
2 hari sudah signifikan [12]. Hal ini
menunjukkan iradiasi dapat melemahkan
parasit sehingga daya invasif parasit
menurun.
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Gambar 1. Persentase parasitemia dengan variasi dosis 0, 150, dan 200 Gy setelah ditambahkan

hipoksantin yang berlabel tritium.

Pada dosis 0 Gy dan 150 Gy,
pertumbuhan parasit terus mengalami
peningkatan yang cukup cepat. Hal ini
disebabkan oleh sistem imunitas yang
belum bekerja. Pada dosis 0 Gy,
pertumbuhan parasit dalam darah tidak
mengalami  hambatan  karena  tidak
dilemahkan dengan iradiasi. Sedangkan
pada dosis 150 Gy, daya invasif parasit
dapat tertahan hingga hari ke-6 pasca
injeksi. Berdasarkan penelitian sebelumnya,
dosis 150 Gy kurang efektif dalam
melemahkan parasit.

Pada dosis 200 Gy, pertumbuhan
parasit mulai terjadi pada hari ke-8, tetapi
kemudian mulai turun kembali di hari ke-
11, hingga akhirnya parasit tersebut sudah
tidak muncul lagi pada hari ke-22 dan
mencitnya pun dapat bertahan hidup. Hal
ini kemungkinan  disebabkan  oleh
mekanisme imunitas tubuh yang bekerja
menekan pertumbuhan parasit. Dari data ini
menunjukkan bahwa dosis 200 Gy lebih
efektif untuk melemahkan parasit jika
dibandingkan dengan dosis 150 Gy (Tabel
1). Menurut Wellde, tingkat resistensi
terhadap malaria yang diperoleh mencit
sebanding dengan besar dosis iradiasi dan
jumlah dosis imunisasi. Vaksin stadium
darah efektif dalam mereduksi morbiditas

dan mortalitas mencit walapun vaksin ini
tidak dapat mengeliminasi semua parasit
[13].

Tabel 1. Hasil pengamatan parasitemia
dengan variasi dosis 0, 150, dan
200 Gy setelah ditambahkan
hipoksantin yang berlabel tritium.

Persentase parasit (%)
0Gy 150Gy 200Gy
2 0.00 0.00 0.00
4 9.19 0.00 0.00
6 10.45 0.00 0.00
8 1565 12.79  14.65
11 23.39 18.60 7.46
14 28.11 36.46 3.21
18 29.72  39.35 1.68
22 38.82 48.98 0.00

Hari ke

Pelabelan parasit malaria dengan
radioaktif untuk sintesis DNA dimulai pada
tahun 1967-1968 ketika Bungenerand
Nielsen  menunjukkan  penggabungan
(inkorporasi) purin nucleotide ke dalam
DNA dan RNA dari Plasmodium berghei
dengan film autoradiografi dari pelabelan
parasit in vitro. Penelitian lebih lanjut
menunjukkan bahwa pelabelan parasit
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malaria dengan hipoksantin digunakan
untuk sintesis nukleotida purin. Sejak saat
itu inkorporasi hipoksantin digunakan
untuk pelabelan parasit malaria dengan
berbagai tujuan [9]. Faktor-faktor yang
mempengaruhi inkorporasi H-3 hipoksantin
adalah jenis parasit, stadium parasit dan
konsentrasi eritrosit yang tidak terinfeksi.

Pada penelitian ini, dosis 0 Gy mulai
adanya aktivitas tritium pada hari ke-4 dan
mengalami fluktuasi pada hari ke-6 sampai

gamma dapat melemahkan parasit sehingga
inkorporasi  hipoksantin  dalam  darah
menjadi terhambat. Sedangkan pada dosis
200 Gy, nilai aktivitas tritium tidak
terdeteksi. Hal ini terjadi karena dosis 200
Gy dapat menghambat  sekaligus
melemahkan daya invasif parasit dengan
baik sehingga parasit tidak muncul lagi
pada sel eritrosit darah mencit.

Tabel 2. Hasil pencacahan aktivitas tritium

hari ke-22 (Gambar 2). Hal ini disebabkan dengan LSC.
proses inkorporasi hipoksantin dalam darah _ Nilai Aktivitas Tritium (dpm)
terjadi sangat cepat dan menunjukkan Hari Ke-
. . 0 Gy 150 Gy 200 Gy
adanya pertumbuhan parasit. Ting dan
Sherman (1981) menemukan dalam teknik 2 0.000 0.000 0.000
in vitro bahwa proses pengambilan 4 53470  0.823 0.000
hipoksantin sangat cepat dan Plasmodium 6 28.127  47.106 0.000
Ial_ci?al:u_mddalam (_erilirosit mgan]J_siak yatr]g 8 85.239  39.458 0.000
erinfeksi dengan inkorporasi hipoksantin
dicapai dalam waktu 30 detik. Hal ini 1 85.678 0.000 0.000
menunjukkan bahwa proses masuknya 14 42.291 0.631 0.000
hipoksantin terjadi secara difusi sederhana 18 72.664  1.587 0.000
[14]. 22 72223  15.141 0.000
Pada dosis 150 Gy, nilai aktivitas
tritium yang diperoleh tidak sebesar dosis 0
Gy (Tabel 2). Hal ini dikarenakan iradiasi
90
£ 80
Q.
S 70
Eeo0
a5y
g 30 8150 Gy
® 20 200 Gy
g 10 r‘_/
=
O _'V oy v‘w oy a
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22
hari pasca injeksi

Gambar 2. Nilai aktivitas tritium dengan variasi dosis 0, 150, dan 200 Gy setelah pencacahan

dengan LSC.
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V. KESIMPULAN

Daya invasif parasit dalam sel eritrosit

darah mencit dapat diatenuasi dengan sinar
gamma dan berbanding lurus dengan nilai
aktivitas tritium. Dosis iradiasi yang efektif
untuk melemahkan parasit adalah pada
dosis 200 Gy. Hal ini ditandai dengan

derajat parasitemia dan nilai
tritium  yang

aktivitas

lebih  rendah apabila

dibandingkan dengan dosis iradiasi 150 Gy.
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TANYA JAWAB

Penanya : Indra Mustika
Pertanyaan :

- Mengenai pemilihan dosis radiasi
150 Gy dan 200 Gy, apakah pada
dua dosis tersebut random atau ada
peraturan tentang pemilihan dosis
di Kemenkes?

- Apakah mungkin dosis terbaik
diatas 200 Gy?

Jawaban :

- Tidak ada random dalam rentang
150-200 Gy dan tidak ada peraturan
dari Kemenkes tetapi didasarkan
pada hasil-hasil penelitian di luar
negeri  dan  penelitian  kami
sebelumnya yang menunjukkan
dosis antara 175 dan 200 Gy cukup
efektif untuk melemahkan parasit.

- Dosis di atas 200 Gy, parasit justru
memiliki daya invasive yang tinggi
(infektif) atau mengalami kematian
karena kerusakan yang parah.
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