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ABSTRAK

UJI EFEKTIVITAS IRADIASI GAMMA LAJU DOSIS TINGGI DALAM MELEMAHKAN PARASIT
Plasmodium berghei MELALUI INKORPORASI [*H]-HIPOKSANTIN PADA MENCIT. Indonesia
termasuk negara endemis malaria. Pemerintah telah mencanangkan program pemberatasan penyakit mematikan
ini antara lain melalui pengembangan vaksin. Vaksin untuk protozoa pada umumnya adalah vaksin aktif yang
dapat dibuat dengan radiasi sinar gamma untuk melemahkan mikroorganisme target. Efektivitas sinar gamma
dalam melemahkan parasit pada umumnya diketahui dengan cara mikroskopis, akan tetapi cara ini memiliki
kelemahan sehingga dikembangkan uji viabilitas melalui inkorporasi hipoksantin berlabel tritium. Darah mencit
terinfeksi parasit P. berghei (10° — 10" parasit/ml) yang telah diiradiasi gamma dosis 0 Gy, 150, 175, 200 dan
250 Gy pada laju dosis 740 Gy/jam masing-masing dicampur dengan 2 uCi [3H]-hipoksantin dan diinokulasikan
secara intraperitoneal pada masing-masing kelompok mencit. Dua hari kemudian dilakukan pengambilan
sampel darah dari ekor dan dibuat apusan darah tipis untuk pengamatan mikroskopis, dan sebagian yang lain (10
ul) untuk uji viabilitas berbasis inkorporasi hipoksantin dengan mencacah menggunakan Liquid Scintillation
Counter (LSC). Diketahui dosis 175 Gy merupakan dosis optimal dalam melemahkan parasit berdasarkan nilai
aktivitas tritium. Hasil pengamatan mikroskopis juga mendukung hal tersebut.

Kata kunci: malaria, vaksinasi, iradiasi gamma, inkorporasi [3*H]-hipoksantin

ABSTRACT

TEST ON THE EFFECTIVENESS OF GAMMA IRRADIATION AT HIGH DOSE RATE IN
ATTENUATING Plasmodium berghei PARASITES BASED ON INCORPORATION OF [*H]
HYPOXANTHINE IN MOUSE. Indonesia is a malaria endemic country. The government is intended to pursue
the elimination program of this deadly disease through development of vaccine. Vaccine for protozoa in general
is active vaccine that can be created by using gamma rays to attenuate microorganisms as target. Effectivity of
gamma rays in attenuating parasit can be obtained through microscipic observation, however this technique has
a weakness so viability test based on tritium labeled hypoxantine incorporation was developed. Mouse blood
infected with P. berghei (10° — 10" parasites/ml) that already irradiated with gamma rays at dosies of 0 Gy, 150,
175, 200 and 250 Gy at dose rate of 740 Gy/hour was each mixed with 2 uCi of [3H]-hipoxantine and then were
inoculated intraperitoneally to each group of mice. Two days later blood samples from tail of mouse were taken
and thin blood smear were made for microscopic observation, and other part of blood (10 ul) for viability
assessment based on the hypoxantine incorporation by counting with Liquid Scintillation Counter (LSC). It was
known that dose of 175 Gy was the optimal dose to attenuate parasit based on value of tritium activity. Result of
microscopic observation also support this case.

Keyword: malaria, vaccination, gamma irradiation, incorporation of [3H]-hipoxantine

I. PENDAHULUAN

Malaria merupakan penyakit mematikan
dan menjadi permasalahan kesehatan utama di
dunia. Jumlah kasus malaria di Indonesia

termasuk ke dalam kategori tinggi, terutama di

Indonesia bagian timur [1]. Berdasarkan data
Riset Kesehatan Dasar menunjukkan bahwa
pada tahun 2011 terdapat 374 kabupaten
endemis malaria di Indonesia dengan jumlah
penduduk lebih dari 90 juta [2]. Malaria
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diakibatkan oleh infeksi parasit. Plasmodium
yang menginfeksi manusia memiliki kemiripan
secara morfologi, genetik, dan siklus hidup
dengan plasmodium yang menginfeksi hewan
seperti rodensia [3]. Oleh karena itu penelitian
mengenai aspek parasitologi dan imunologi
termasuk pengembangan vaksin malaria banyak
dilakukan dengan menggunakan hewan model
rodensia dan mencit [4].

Penyebaran penyakit malaria dapat
dikendalikan melalui beberapa cara, antara lain
pengendalian dengan vaksinasi yang dilakukan
dengan melemahkan parasit melalui iradiasi
gamma. Vaksin aktif pada umumnya digunakan
pada penyakit yang disebabkan oleh protozoa,
seperti parasit malaria. Pembuatan vaksin aktif
dapat dilakukan dengan memanfaatkan sinar
gamma untuk melemahkan organisme target [5].
Teknik ini lebih efektif melemahkan parasit
sehingga

meningkatkan respon imun

dibandingkan dengan teknik konvensional
seperti pemanasan dan kimia. Iradiasi gamma
parasit dapat menghasilkan immunogen yang
mampu memproduksi antibodi untuk menahan
serangan infeksi parasit malaria [6].

Dosis iradiasi merupakan faktor yang
mempengaruhi daya pelemahan parasit. Hasil
penelitian sebelumnya menunjukkan bahwa
dosis iradiasi gamma 75 sampai 125 Gy belum
dapat melemahkan parasit, sedangkan dosis 150
hingga dosis 175 merupakan dosis optimal
untuk melemahkan parasit P. berghei pada laju
dosis 380 Gy/jam [7]. Namun demikian belum
diketahui informasi terkait dosis iradiasi gamma

yang efektif dalam melemahkan parasit (P.

berghei) melalui inkorporasi [*H] Hipoksantin
pada mencit pasca iradiasi dengan laju dosis
lebih tinggi (740 Gy/jam).

Metode  kultur
dikembangkan untuk studi kemoterapi dan

Plasmodium  terus

imunologi antara lain dengan menggunakan

hipoksantin ~ [8].  Hipoksantin  merupakan
senyawa biologis yang termasuk ke dalam
golongan purin dan berperan sebagai penyusun
basa pada nukleotida inosin monofosfat (IMP).
IMP merupakan intermediate awal dalam
sintesis purin. Sintesis IMP akan membentuk
adenosin monofosfat (AMP) dan guanosin
monofosfat (GMP) [9]. AMP berperan dalam
pelepasan energi untuk digunakan oleh sel [10].
[*H]-Hipoksantin

dijadikan sebagai cara uji viabilitas parasit

Dengan  demikian dapat
karena hipoksantin memiliki peranan penting
dalam biosintesis nukleotida plasmodium.
Tujuan  penelitian adalah  menguji
efektivitas iradiasi gamma dalam melemahkan
parasit P. berghei pada hewan model mencit
melalui uji inkorporasi hipoksantin pada mencit
sebagai uji praklinis pengembangan vaksin

malaria.

Il. BAHAN DAN METODE

Sekelompok mencit Swiss Webster (15 ekor)
berumur kurang lebih 2 bulan dibagi ke dalam 5
kelompok, masing-masing terdiri dari 3 mencit,
dipelihara dalam kandang plastik dengan tutup
kawat dan alas kandang berupa serutan sekam
kayu dan diberikan makanan pelet dan minuman
ad libitum. Darah terinfeksi parasit P. berghei
strain ANKA (10° — 107 parasit/ml) diiradiasi
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gamma pada dosis 0 Gy, 150, 175, 200 dan 250
Gy menggunakan Irradiator Gamma Cell 220
(IRPASENA) dari sumber Co-60 dengan laju
dosis iradiasi 740 Gy/jam.

darah telah

Masing-masing yang

diiradiasi tersebut selanjutnya dicampurkan
dengan 2 uCi [3H]-Hipoksantin (Amersham) dan
kemudian diinokulasikan secara intraperitoneal
(IP) pada masing-masing kelompok mencit.
Dua hari kemudian dilakukan pengambilan
sampel darah dari ekor dan dibuat apusan darah
tipis untuk pengamatan mikroskopis, dan
sebagian yang lain (10 pl) dicampurkan dengan
3 ml air dalam tabung scintilasi dan
ditambahkan 12 ml larutan scintilasi (Perkin
Untuk

dihitung jumlah sel eritrosit yang terinfeksi

Elmer). pengamatan  mikroskopis
parastit dari sejumlah 2000 sel eritrosit total.

Untuk uji viabilitas berbasis inkorporasi
hipoksantin, campuran dicacah menggunakan
Liquid Scintillation Counter (LSC) selama 1
jam. Pengambilan sampel ini diulangi setiap 2-3

hari sekali hingga 22 hari pasca inokulasi.

I111. HASIL DAN PEMBAHASAN
Pengujian efek iradiasi

Dalam penelitian ini, aktvitas tritium
digunakan untuk mengetahui viabilitas parasit
pasca iradiasi gamma. Viabilitas parasit di
darah

pengembangan vaksin aktif yang dilemahkan

dalam  sel sangat penting dalam
dengan sinar gamma [11]. [3*H]-Hipoksantin
menjadi cara uji viabilitas parasit yang dianggap

akurat karena hipoksantin memiliki peranan
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penting dalam biosintesis nukleotida

Plasmodium yang terkait dengan perkembang

biakan sel.
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Gambar 1. Kurva aktivitas tritium pada hari-
hari pasca penyuntikan

Hasil perhitungan aktivitas tritium
menunjukkan bahwa pertumbuhan parasit yang
diiradiasi 0 Gy mulai terjadi pada hari ke 12,
kemudian menurun dan berfluktuasi dari hari ke
14 hingga hari ke 22. Pada dosis iradiasi 150
Gy, viabilitas parasit teramati pada hari ke 4 dan
16. Nilai aktivitas tritium pada dosis 150 Gy
sangat berbeda dengan dosis 0 Gy yang
diakibatkan dosis radiasi yang optimum dapat
merusak DNA parasit dan menyebabkan
mikroorganisme tidak dapat melakukan replikasi
sehingga tidak menimbulkan infeksi. Virulensi
parasit salah satunya ditentukan oleh daya
multiplikasi parasit dan daya invasi parasit [12].
Infeksi parasit yang telah dilemahkan tersebut
dapat dieliminasi oleh respon imun yang muncul
sebagai respon imun terhadap infeksi. Proses
patologi parasit sangat dipengaruhi oleh siklus

eritrositik. Di dalam siklus eritrositik ini densitas
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parasit akan terus meningkat hingga inang mati
atau mengaktifkan sistem imun untuk melawan
parasit [13].

Hasil uji aktivitas tritium menunjukkan
bahwa laju dosis juga mempengaruhi
pertumbuhan parasit. Resistensi melawan infeksi
malaria pada mencit berbanding lurus dengan
besar dosis iradiasi dan jumlah dosis imunisasi
sehingga laju dosis 740 Gy/jam merupakan laju
dosis yang cukup tinggi bagi parasit, sehingga
pertumbuhan parasit tidak maksimal [14].

Penentuan viabilitas parasit melalui
penentuan nilai aktivitas tritium pada dosis
iradiasi 175 Gy hanya muncul pada hari ke 4.
Laju dosis yang tinggi mengakibatkan parasit
menjadi sangat lemah dan bahkan mati. Iradiasi
gamma dosis 200 dan 250 tidak menunjukkan
adanya nilai aktivitas tritium yang menandakan
kematian parasit. Tidak adanya nilai aktivitas
tritium pada sampel membuktikan bahwa parasit
tidak dapat bertahan hidup pasca iradiasi dosis
200 dan 250 Gy. Berdasarkan hasil nilai
aktivitas tritium dapat disimpulkan bahwa dosis
175 Gy pada laju dosis 740 Gy/jam merupakan
dosis optimal dalam melemahkan P. berghei.
Aktivitas tritium pada dosis 175 Gy masih dapat
terlihat pada hari ke 16 dan kemudian menurun
dan tidak muncul kembali hingga hari ke 24.
Hasil pada dosis 150 Gy dapat digunakan
sebagai dosis optimal pembuatan vaksin karena
iradiasi dapat merusak DNA, membuat mikroba
tidak dapat bereplikasi sehingga menurunkan
daya infeksi patogen tersebut [15].

Hasil pengamatan mikroskopis

menunjukkan bahwa tidak terdeteksi adanya

parasit atau jumlahnya sangat rendah pada
pengamatan apusan darah tipis terutama untuk
parasit diiradiasi 175 Gy (Gambar 2). Untuk
semua dosis iradiasi, terutama 200 dan 250 Gy
pada laju dosis tinggi ternyata mematikan
parasit seblum disuntikkan ke tubuh mencit.

Gambar 2. Tampilan mikroskopis apusan

darah tipis pasca iradiasi gamma dosis 175
Gy pada hari ke 18 (tidak teramati adanya
parasit atau parasitemia sangat rendah).

Pada penelitian ini radiasi gamma
digunakan untuk melemahkan parasit sebagai
bahan vaksin. Pada dasarnya radiasi secara
teknik merupakan proses sederhana yang
mempertahankan sifat struktural
mikroorganisme patogen tanpa menghancurkan
antigen alamiah. Oleh karena itu suatu respon
imun yang kuat dapat terbentuk pada inang yang
diberi vaksin. Radiasi memiliki ciri khusus
karena memiliki kemampuan untuk melakukan
penetrasi sel, jaringan dan memberikan energi
pada benda yang terpapar olehnya dalam bentuk
ionisasi [16].

Paparan radiasi dapat menimbulkan efek

pada virus, protozoa, bakteri dan lain — lain
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yakni kerusakan DNA dan menyebabkan
mikroorganisme tidak dapat melakukan replikasi
sehingga tidak menimbulkan infeksi. Hilangnya
kemampuan infektif parasit memungkinkan
untuk mendapatkan bahan untuk pembuatan
vaksin. Terdapat beberapa faktor yang dapat
mempengaruhi proses perolehan bahan tidak
aktif dari mikroorganisme ini, seperti jenis
radiasi, dosis dan laju dosis radiasi itu sendiri
[17].

Viabilitas parasit merupakan hal sangat
penting dalam pengembangan vaksin life-
attenuated dengan sinar gamma [11]. 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 [18]. Perkembangan sistem kultur in vitro
P. falciparum pun telah berlangsung cepat
terutama untuk uji obat anti malaria [19]. 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 [20]. Sedangkan untuk
pengembangan vaksin masih belum banyak

dilakukan.

IV. KESIMPULAN

Laju dosis iradiasi 740 Gyl/jam

mempengaruhi  kemampuan parasit  untuk
bertahan hidup sehingga dosis optimal dalam
melemahkan parasit sulit diketahui. Akan tetapi
berdasarkan hasil uji inkorporasi hipoksantin
dan pengamatan mikroskopis, diketahui dosis
175 Gy merupakan dosis optimal dalam

melemahkan parasit.
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TANYA JAWAB

Penanya : Fadil Nazir

Pertanyaan :

Mengapa pada dosis 0 gy terjadi penurunan pada
hari ke 16 lalu naik drastis pada hari ke 18?
Jawaban :

Hal yang mungkin terjadi adalah parasit
Plasmodium berghei mengalami fase dorman
namun untuk memastikannya diperlukan
pengamatan parasitemia. Mikroskopis dalam

organ dalam.
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