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RESPON IMUN Brucella abortus UNTUK PENGEMBANGAN VAKSIN IRADIASI
BRUCELLOSIS

Boky Jeanne Tuasikal, Tri Handayani, Totti Tjiptosumirat

Pusat Aplikasi Teknologi Isotop dan Radiasi- BATAN
J1. Lebak Bulus Raya No. 49, Pasar Jumat, Jakarta Selatan
Telp.021-7690709; Fax: 021-7691607

ABSTRAK

Respon Imun Brucella abortus untuk Pengembangan Vaksin Iradiasi Brucellosis. An
experiment was carried out to study the immune response of guinea pigs against to the irradiated of B.
abortus. The B. abortus were irradiated by gamma ray from ®°Co. Three groups of guinea pigs were used
in this experiment e.g: the first group (R1) were infected by irradiated B. abortus with the dose of |
kGy: the second group (R2) were infected by irradiated B. abortus with the dose of 2 kGy: while the third
group (R3) were infected by commercial vaccine of Brucella S.19. The observation has been followed in
purity test, safety test, RBT serogical test, development the colony of B. abortus in spleen. and the
pathology anatomic inspection. The results showed that 1 kGy dose of irradiation could decrease the
infectivity of B. abortus and it still had the ability to stimulate immune response in the guinea pigs.

Keywords : immune response, irradiation, infection, B. abortus

PENDAHULUAN

Brucellosis merupakan salah satu penyakit ternak pada sapi yang disebabkan oleh B. abortus,
yang dikenal juga sebagai penyakit keluron menular. Brucellosis bersifat zoonosis, karena dapat
menular dan berbahaya bagi kesehatan manusia. Oleh karena itu penyakit tersebut juga mempunyai arti
yang sangat penting baik bidang ekonomi maupun kesehatan masyarakat pada umumnya (Anonimous,
2001; Noor, 2006). Menurut Supar dkk. (1998) prevalensi brucellosis di Indonesia berkisar antara 4
sampai 30 %. Sedang menurut Sudibyo (1995) brucellosis pada sapi perah bervariasi setiap daerah,
seperti misalnya DKI Jakarta 11,8 %; Jawa Barat 0,29 %; Jawa Timur 2,7 %; D.I. Aceh 0,17 %;
Sulawesi Selatan 14,3 % dan Nusa Tenggara Timur 6,6 %. Di Indonesia brucellosis sudah lama
dikenal sejak tahun 1925 (Anonimous, 2001; Sudibyo, 1991). Kerugian yang ditimbulkan akibat
penyakit brucellosis adalah penurunan jumlah kelahiran karena terjadinya keguguran, penurunan
produksi susu, tenaga kerja, dan nilai jual serta menyebabkan terjadinya infertilitas atau sterilnya
hewan yang bersangkutan (Anonimous, 2001; Ulfah dan Haryono, 1998). Persentase keguguran
besarnya bergantung pada umur kebuntingan. Kebuntingan umur 5 bulan kejadiannnya sekitar 64,7 %,
umur kebuntingan 3 — 4 bulan kejadiannya 21,2 %, dan umur kebuntingan di bawah 3 bulan hanya
sekitar 14 %. Sapi pada kebuntingan pertama dan mengalami keguguran karena brucellosis, dapat

menularkan ke sapi lainnya yang bisa mencapai 600.000 ekor (Sudibyo, 1995). Disamping itu
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penderita yang tidak menunjukkan gejala klinis juga sangat potensial sebagai sumber penularan bagi
hewan lainnya. Sapi dara dan sapi yang tidak bunting umumnya resisten terhadap brucellosis. Kuman
B. abortus bersifat intra seluler (Anonimous, 2001) dalam arti berada di dalam sel pertahanan
(makrofag atau limfosit) dan umumnya bersarang dalam kelenjar getah bening (limfoglandulae)
Dalam keadaan demikian kadangkala sangat sulit untuk pengobatannya (Supar dkk, 1998; Eskra. er.
al.. 2001).

Pengendalian dan pemberantasan brucellosis pada ternak umumnya cukup sulit. Masalah sosial
ekonomi peternak juga akan berpengaruh pada penularan dan penyebar luasan penyakit. Pengendalian
termudah dan tercepat adalah dengan cara test and slaughter yaitu apabila pada pemeriksaan serologik
atau bakteriologik sapi menunjukkan reaksi positif sebaiknya segera dimusnahkan agar tidak menjadi
sumber penularan lebih lanjut (Anonimous, 2001; Hamidjoyo, 1984)). Hanya saja pengendalian
dengan cara fest and slaughte nampaknya akan mengalami kesulitan karena diperlukan dana
kompensasi pengganti kerugian yang relatif cukup besar. Terlebih lagi apabila reaktor positifnya
cukup besar, sehingga perlu dicari alternatif lain. Cara pengendalian yang lain yang dapat dilakukan
ialah dengan cara vaksinasi masal, khususnya untuk daerah yang mempunyai reaktor positif yang
cukup tinggi. Cara ini juga perlu dicermati, yakni vaksinasi masal yang harus dilaksanakan secara
menyeluruh, penggunaan vaksin yang tepat serta sistem manajemen yang baik agar supaya penyakit
dapat secara tuntas teratasi. Sampai saat ini telah ada jenis vaksin brucella strain 19 dan strain 45/20
(Tuasikal, 1987), disamping jenis lainnya. Namun demikian sampai saat ini Indonesia belum terbebas
dari penyakit brucellosis yang sangat berbahaya dan merugikan.

Teknik nuklir baik langsung maupun tidak langsung dapat berperan dalam bidang kesehatan
hewan. Dengan mengeliminasi penyebab penyakit yang cukup potensial dari beberapa agen penyakit,
iradiasi ®*Co atau sinar X telah dapat dimanfaatkan dalam upaya pembuatan dan pengembangan bahan
vaksin yang cukup aman dan efektif (Dargie, 1989). Young (1981) dalam percobaannya menyatakan
bahwa iradiasi dapat mengubah larva infektif atau patogen menjadi non patogen yang mempunyai
kemampuan menstimulasi sistem kekebalan di dalam tubuh. Teknik iradiasi juga digunakan oleh Smith
(1992) untuk melemahkan agen penyakit tanpa menghilangkan daya immunogeniknya dan telah
berhasil dapat memberikan daya kekebalan pada domba dan sapi yang dicobakan.

Terkait dengan hal tersebut di atas , percobaan ini dilakukan untuk menguji kemampuan B.
abortus iradiasi dalam menstimulasi tanggap kebal marmot sebagai upaya pembuatan bahan vaksin
dengan teknologi iradiasi. Diharapkan hasil yang diperoleh dapat memberikan tambahan informasi

bagi data yang sudah ada sebelumnya.
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BAHAN DAN METODE

Hewan percobaan yang digunakan adalah marmot yang berbobot badan 350 — 400 gram. Semua
hewan dikandangkan dan dikelompokkan sesuai perlakuan yang diberikan,serta diberi makan
secukupnya. B. abortus strain 19 merupakan bakteri yang digunakan sebagai bahan vaksin. Iradiasi
terhadap B. abortus dengan dosis 1 dan 2 kGy menggunakan sinar gamma (*°Co). Percobaan dibagi
menjadi tiga kelompok.  Kelompok pertama (R1), yakni kelompok yang diinfeksi secara
intraperitoneal dengan  B. abortus iradiasi dengan dosis 1 kGy. Kelompok ke dua (R2) yakni
kelompok yang diinfeksi dengan B, abortus iradiasi dengan dosis 2 kGy. Kelompok ke tiga (R3),
yakni kelompok yang diinfeksi vaksin komersial Brucella strain 19 produksi Pusvetma Surabaya.

Pengamatan yang dilakukan meliputi uji kemurnian dan keamanan bahan vaksin. Uji kemurnian
dilakukan dengan cara menanam bahan vaksin B. abortus yang digunakan dalam penelitian pada media
Triptic Soya Agar (TSA). Inokulan diinkubasi dalam inkubator 37°C selama 2 malam, kemudian
diamati pertumbuhan koloni murni dan dilakukan pengecatan dengan metode pewarnaan Gram. Uji
serologi dengan cara RBT (Rose Bengal Test) dilakukan pada hari / minggu pertama, ke dua, ke tiga
dan ke empat pasca vaksinasi. Uji keamanan dilakukan dengan pemeriksaan patologi anatomi
dilakukan pada organ limpa hewan percobaan (marmot) pada akhir penelitian (minggu ke empat).
Perkembangan serta pertumbuhan koloni/kuman B. abortus yang juga diambil dari sampel limpa,
kemudian ditanam pada media TSA dan diinkubasi pada 37°C selama 2 malam. Koloni yang tumbuh
diamati dan diwarnai dengan pewarnaan Gram. Koloni B. abortus berbentuk bulat diameter 2-4 mm,
permukaan cembung dan halus, bertepi rata, berwarna seperti madu (honey drops). Dibawah
‘mikroskop 1000X bersifat Gram negatif (berwarna merah muda), beberbentuk batang halus pendek

(cocco bacillus), tertata tunggal atau rantai pendek, panjang 0,6 — 1,5 mikron.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Tabel 1 menunjukkan hasil identifikasi dengan melakukan uji pengecatan dengan pewarnaan
Gram, dan kemurnian serta keamanan bahan vaksin yang digunakan dalam percobaan. Ternyata
bahwa bahan yang digunakan benar murni dari B. abortus dan tidak terkontaminasi dengan bahan atau
kuman lain yang bisa mengganggu jalannya uji coba yang dilakukan. Pada hasil uji keamanan

menunjukkan bahwa bahan vaksin yang dicobakan benar-benar aman tidak menimbulkan efek samping

yang tidak diharapkan.

211



Prosiding Seminar llmiah Hasil Penelitian Aplikasi Isotop dan Radiasi

Tabel 1. Hasil pengujian bahan vaksin iradiasi Brucella abortus

Formula Pengecatan Kemurnian Keamanan Koloni (limpa)
R1 Murni B.abortus | Murni B.abortus Baik Negatif
R2 Murni B.abortus Murni B.abortus Baik Negatif
R3 Murni B.abortus Murni B.abortus Baik 16 cfu

Keterangan : R1 = B. abortus iradiasi 1 kGy
R2 = B. abortus iradiasi 2 kGy
R3 = Vaksin B.abortus S.19 (komersial)

Pada pemeriksaan perkembangan kuman dari organ limpa ternyata bahwa kelompok R1 dan R2
tidak ditemukan pertumbuhan B. abortus. Sedang untuk kelompok R3 ditemukan adanya pertumbuhan
koloni B. abortus sebanyak 16 cfu. Sebagaimana diketahui bahwa vaksin brucellosis strain 19 yang
diberikan merupakan vaksin hidup. Dalam arti bahwa bahan tersebut mengandung agen penyakit yang
masih hidup tetapi sudah tidak infektif lagi. Bahkan sebaliknya mempunyai kemampuan untuk
menstimulasi sistem kekebalan yang dapat menolak atau melawan terhadap infeksi/agen penyakit
homolog yang masuk ke dalam tubuh. Titer antibodi yang terbentuk sebagai hasil stimulasi vaksin
yang diberikan akan menetralisir antigen yang masuk ke dalam tubuh. Selanjutnya pada pemeriksaan
patologi anatomi organ limpa juga tidak ditemukan perubahan yang berarti. Limpa masih dalam
keadaan normalnya, baik dari hewan yang mendapatkan formula I (R1), formula I1I (R2) maupun
formula I11 (R3).

Kelompok RI dan R2 pada pemeriksaan limpa tidak memperlihatkan perkembangan dan
pertumbuhan koloninya. Dengan demikian hal tersebut menunjukkan bahwa dosis iradiasi 1 dan 2 kGy
yang dicobakan bersifat membunuh B. abortus. Tetapi kedua formula tersebut (R1 dan R2) masih
mempunyai kemampuan menstimulasi tanggap kebal marmot yang dicobakan, walaupun masih terlihat
lemah atau lebih rendah bila dibandingkan dengan titer antibodi yang terbentuk sebagai akibat
vaksinasi formula 1l (kelompok R3). Sebagaimana dimaklumi bahwa vaksin hidup (/ife vaccine)
efeknya lebih baik atau kuat bila dibanding dengan vaksin mati (killed vaccine). Vaksin S.19 sebagai
"a live attenuated vaccine” telah membuktikan dapat memberikan proteksi pada sapi terhadap
tantangan yang diberikan pada percobaan lapang. Walaupun demikian kadangkala ditemukan adanya
antibodi yang persisten pada sapi dewasa setelah divaksin. Hal demikian yang dapat menyulitkan

interpretasi dalam uji serologis (Sutherland, 1990).
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Tabel 2. Hasil uji RBT minggu pertama pasca vaksinasi

Formula Sampel 1 Sampel 2 Sampel 3 Sampel 4 Sampel 5
R1 + + Ex3 + ++
R2 + + + + ++
R3 -+ o+ et R -+
Keterangan : R1 = B. abortus iradiasi | kGy
R2 = B. abortus iradiasi 2 kGy
R3 = Vaksin brucella S.19 (komersial)
Tabel 3. Hasil uji RBT minggu ke dua pasca vaksinasi
Formula Sampel 1 Sampel 2 Sampel 3 Sampel 4 Sampel 5
R1 + + ++ + Al
R2 ++ + + + ++
R3 P+ -+ +++ b -+

Keterangan : R1 = B. abortus iradiasi 1 kGy
R2 = B. abortus iradiasi 2 kGy
R3 = Vaksin brucella S.19 (komersial)

Tabel 2, 3. 4, dan 5 menunjukkan hasil uji serologi secara RBT (Rose Bengal Test). RBT
termasuk reaksi presipitasi dimana terjadi reaksi antara suatu antigen yang dapat larut dengan antibodi
homolognya. Reaksi ini berlangsung dengan pembentukan presipitan (endapan) kasat mata pada batas
2004). Terlihat

menggunakan formula 11l (kelompok R3), vaksin yang sudah mantap (establish), memberikan hasil

permukaan reaktan-reaktan yang bersangkutan (Verawaty, bahwa dengan
dengan titer antibodi yang tinggi (positif 4) baik pada minggu pertama maupun sampai minggu ke
‘empat pasca vaksinasi atau sampai akhir percobaan. Sedang untuk formula I (R1) dan formula IT (R2)
terutama sekali pada minggu pertama dan ke dua titer antibodi yang terbentuk masih relatif
rendah/lemah. Dan kemudian pada minggu ke empat pasca vaksinasi baru menunjukkan titer antibodi
yang lebih baik atau lebih tinggi dibanding dengan minggu sebelumnya. Hal demikian membuktikan
kembali bahwa dosis iradiasi 1 kGy ke atas dapat membunuh B. abortus, sehingga infektivitas dan
patogenitasnya menurun atau hilang, tetapi masih berkemampuan menstimulasi sistem kekebalan

dalam tubuh.

Tabel 4. Hasil uji RBT minggu ke tiga pasca vaksinasi

Formula Sampel | Sampel 2 Sampel 3 Sampel 4 Sampel 5
R1 ++ ++ ++ ++ =k
R2 +++ ++ + ++ ++
R3 =+ ++++ +++ 4 e

Keterangan : R1 = B. abortus iradiasi 1 kGy
R2 = B. abortus iradiasi 2 kGy
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R3 = Vaksin brucella S.19 (komersial)

Tabel 5. Hasil uji RBT minggu ke empat pasca vaksinasi

r—_Formu]a Sampel 1 Sampel 2 Sampel 3 Sampel 4 Sampel 5
R1 -+ +4 ++ ++ ++
R2 +++ b ++ ++ +++
R3 -+ - - -+ +t+

Keterangan : R1 = B. abortus iradiasi 1 kGy
R2 = B. abortus iradiasi 2 kGy
R3 = Vaksin brucella S.19 (komersial)

seperti yang pernah dikemukakan oleh Smith (1992) bahwa teknik iradiasi dapat digunakan untuk
melemahkan agen penyakit tanpa menghilangkan sifat immunogeniknya  sehingga mampu
menstimulasi sistem kekebalan dalam tubuh. Rendahnya titer antibodi yang terbentuk bisa dikaitkan
bahwa formula 1 (R2) dan Il (R2) merupakan dari bahan organisme yang telah mati akibat pag:;aran
radiasi, sehingga reaksinya lebih rendah. Berbeda dengan formula I1I (R3) sebagai “life vaccine” yang
sudah “establish” maka memberikan reaksi yang sangat baik, yakni ditandai dengan titer antibodi
sangat tinggi (positif 4). Demikian juga Sutherland (1990) menyatakan bahwa antibodi yang terbentuk
sebagai hasil dari reaksi vaksinasi yang diberikan akan lebih reaktif di dalam uji serologi. Hal tersebut
telah dibuktikannya dalam uji SAT (Serum Agglutinaion Test) dalam mengukur titer antibodi sapi
setelah dilakukan vaksinasi dengan vaksin brucella S.19.

Uji serologi yang ideal dapat digunakan untuk menentukan suatu diagnosis secara dini,
mengidentifikasi infeksi yang bersifat kronis dan juga dapat mampu membedakan antara antibodi yang
terbentuk/timbul karena vaksinasi dengan antibodi yang terbentuk/timbul akibat infeksi alamiah. Rose
Bengal Test (RBT) banyak digunakan atau dipakai untuk mendiagn0§is brucellosis secara serologis
karena prosedurnya relatif sederhana, prosesnya cepat, ekonomis dan hanya sedikit memberikan hasil
negatif palsu. Di daerah yang kejadian infeksi brucellosisnya cukup rendah atau juga di daerah yang
hewannya (ternak sapi) sudah mendapatkan vaksinasi terhadap brucellosis, maka RBT bisa
memberikan hasil positif yang palsu dalam jumlah yang relatif besar dan tidak spesifik apabila
digunakan sebagai satu-satunya uji untuk menentukan adanya brucellosis. Oleh karena itu perlu
dilakukan uji serologi pendamping seperti uji fiksasi komplemen (Complement Fixation Test/CFT).
Uji CFT juga merupakan uji secara serologis yang sensitif dan teliti, walaupun tidak bisa digunakan
untuk membedakan antibodi yang timbul karena vaksinasi dengan antibodi yang timbul akibat infeksi
alamiah (Budiharta, 1992). Peneliti lain (Sudibyo, 1998) menyatakan bahwa respon serologi atau
antibodi yang tinggi bukan merupakan jaminan bahwa vaksin memberikan proteksi yang tinggi

terhadap infeksi Brucella sp. virulen/ganas. Keadaan ini ada kaitannya dengan sifat infeksi yang
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bersifat intraselular. Oleh karena itu stimulasi terbentuknya tanggap kebal/antibodi selular diperlukan
antigen berupa kuman hidup yang mampu berkembang di dalam tubuh hewan inang. Antibodi akan
berkembang cepat apabila diberikan stimulan berupa vaksin mati dalam ajuvan sebagai buster. Dengan
demikian diperlukan penggunaan kombinasi vaksin hidup dan vaksin mati untuk mendapatkan
kekebalan yang tinggi.

Dalam percobaan ini digunakan teknik iradiasi sinar gamma dengan sumber “°Co untuk
melemahkan kuman, yang ternyata hasilnya pada pemeriksaan perkembangan koloni kuman dalam
limpa tidak ditemukan adanya pertumbuhan. Oleh karena itu dosis iradiasi 1 kGy ke atas merupakan
dosis yang dapat membunuh atau mematikan kuman Brucella abortus. Telah diketahui bahwa radiasi
pengion sinar gamma atau elektron berenergi tinggi dapat menimbulkan efek biologis langsung pada
mikroba, terutama pada molekul-molekul kunci seperti pada asam deoksiribonuklear atau DNA.
Karena efek langsung tersebut bakteri tidak mampu membentuk enzym penyembuh yang efektif untuk
memperbaiki kerusakan pada asam deoksiribonukleatnya (Grice, 1983). Efek tak langsung iradiasi
pada mikroba umumnya disebabkan oleh terbentuknya produk-produk radiolosis dalam air di dalam
dan di luar mikroorganisme. Radikal-radikal bebas yang dihasilkan akan bereaksi dengan molekul
biologi yang penting seperti basa dan rantai DNA, asam amino dan protein (Hilmy, 2001). Namun,
pengaruh iradiasi terhadap kemungkinan terjadinya kerusakan dari antigenic site pada kromosom DNA

bakteri B. abortus masih perlu dikaji lagi.

KESIMPULAN DAN SARAN

Dari hasil pengamatan yang diperoleh selama percobaan berlangsung, maka dapat disimpulkan
bahwa B. abortus iradiasi berkemampuan menstimulasi tanggap kebal pada hewan percobaan
(marmot). Mengingat titer antibodi yang timbul relatif masih rendah, disarankan percobaan untuk tetap
dilanjutkan dengan dosis iradiasi yang diperkecil atau lebih rendah dari 1 kGy. Diharapkan dengan
dosis iradiasi yang lebih rendah dan sesuai, maka akan diperoleh bahan vaksin hidup (/ife vaccine), dan

akan memberikan hasil yang lebih baik dengan efektivitas yang tinggi dan aman.
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DISKUSI

SUHARYONO

Penelitian brucellosis dengan vaksi radiasi tentu akan memakan waktu lama, kontrolnya vaksin
Faciola, di PATIR pada tahun 1980 sampai 5 tahun beikutnya, penyakit caacing hati telah diteliti dan
sudah memakan waktu sampai tahun 2010 masih baru calon vaksin berarti sudah 25 tahun, lalu kapan
vaksin Brucelosis ini akan selesai, bagaimana strategi penyelesaiannya agar cepat selesai

BOKY JEANNE TUASIKAL
Penelitian ini mempunyai tahapan2 panjang yang harus dilakukan, yaitu :
- Respon imun pada hewn lab dengan killed vaksin radiasi
- Respon imun pada hewan dengan live vaksin radiasi
- Uji pada hewan coba ruminansia skala lab dan lapang
- Uji viabilitas bahan vaksin dan produksinya
- Pengajuan untuk registrasi
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