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TEKNIK NUKLIR UNTUK PENINGKATAN KESEHATAN DAN REPRODUKSI
TERNAK
B.J. Tuasikal, T. Handayani, D. Priyoatmojo, A.C. Trinugraha, Nuniek
Lelananingtyas, Dinardi

ABSTRAK

Kemampuan sinar gamma dapat dimanfaatkan untuk membuat vaksin iradiasi yang
berguna mencegah penyakit radang ambing (mastitis) dan penyakit keluron menular
(brucellosis) pada ternak. Bakter penyebab mastitis subklinis dan brucellosis diradiasi
dengan tujuan dapat melemahkan dan memperoleh strain dengan tingkat patogenesita
rendah, namun tetap mampu merangsang timbulnya kekebalan pada tubuh ternak
terhadap penyakit. Selain itu, teknologi nuklir dapat diterapkan pula pada teknik
pelabelan isotop untuk Radioimmunoassay (RIA) sebagai diagnosa kebuntingan dini pada
ternak ruminansia. Pada uji lapang terbatas kandidat vaksin radiasi mastitis menggunakan
hewan model sapi perah. Hewan percobaan divaksinasi dengan SGB iradiasi taraf LDsy,
dengan dosis 3x10° cfu/ ekor, kemudian dibooster sebanyak 3 kali. Sapi yang tidak
divaksin digunakan sebagai hewan kontrol. Berdasarkan hasil pemeriksaan darah,
diketahui nilai rata-rata eritrosit sebesar 5,9 x 10° sel/ mm® dan PCV 32,2%. Kedua nilai
tersebut masih dalam kisaran normal dimana nilaj normal untuk eritrosit yaitu 5-10 x 10°
sel/ mm® dan PCV 24-46%. Sementara untuk nilai Hb diperoleh nilai rata-rata sebesar
10,4 g/ dL dimana nilai tersebut masih dalam batas normal yaitu 10-17 g/ dL. Hal ini
menunjukkan bahwa  sapi yang divaksin dengan vaksin iradiasi mastitis tidak
menyebabkan anemia pada sapi perah. Pada kegiatan uji in vivo Brucella abortus pada
mencit (Mus musculus) dilakukan kegiatan infeksi pada 24 ekor mencit yang dibagi
dalam 4 kelompok perlakuan. Tahapan penelitian ini dilakukan untuk mengetahui
pengaruh pemberian B. abortus iradiasi terhadap diferensial sel darah putih (Leukosit)
pada hewan percobaan. Hali pengamatan menunjukkan nilai rata rata dari diferensial
Leukosit yaitu sel basofil, eosinofil, neutrofil, monosit dan limfosit praperlakuan pada
mencit (Mus musculus) dalam kisaran normal, dimana nilai normal dari limfosit 48,8 -
83,19 %; neutrofil 9,86 - 39,11, basofil 0,07%, eosinofil 0,11- 4,91 dan monosit 3,29 -
12,48 %. Kegiatan pengembangan  deteksi kebuntingan dini dengan RIA
(radioimmunoassay) PSPb (Pregnancy Specific Protein type b) pada ternak ruminansia
yaitu melakukan kegiatan untuk mendapatkan protein PSPB dengan konsentrasi tinggi
dan pengujian perunut *'I-PSPB dengan parameter Non Specific Binding (NSB), Binding
0 (BO) dan uji immunoreaktivitas, Pada penelitian ini diperoleh PSPB hasil elektroelus;
dengan konsentrasi 597.68+1.13 ng/ml; NSB dengan rerata nilai cacahan 50,783 CPM
dan B0 51,496 CPM serta persentase immunoreaktivitas sebesar 8%. Nilai
immunorekativitas dipandang perlu untuk ditingkatkan dengan cara mempertahankan
konsentrasi protein melalui perbaikan metode pemekatan sekaligus mencegah prozein loss
dengan mengganti membran tabung pemekat lebih kecil dari 50 KDa MWCO
(Molecullar Weight Cut Of).

Kata Kunci: Mastitis, B. abortus, Vaksin Radiasi, RIA-PSPb

PENDAHULUAN
Dalam rangka membangun keberhasilan suatu peternakan maka faktor kesehatan
memiliki peran yang penting. Status kesehatan hewan berkaitan dengan penyakit hewan

menular (PHM), penyakit hewan non infeksi yang berdampak ekonomi tinggi, dan



gangguan reproduksi yang berdampak pada rendahnya service per conception,
panjangnya calving interval, rendahnya angka kelahiran dan kemajiran.

Peningkatan kesehatan hewan dapat memberikan kontribusi kesehatan dan
kesejahteraan masyarakat melalui meningkatnya tenaga kerja peternakan, pendapatan dan
kesejahteraan para peternak. Program peningkatan kesehatan hewan dilakukan melalui
vaksinasi, surveylan penyakit hewan, pengawasan dan pemberantasan, investigasi
penyakit dan pemeriksaan hewan sebelum dipindahkan.

Penyakit brucellosis atau yang dikenal sebagai penyakit keluron menular
menimbulkan keguguran pada umur kebuntingan tertentu. Selain itu beberapa penyakit
subklinis seperti mastitis sulit diketahui oleh peternak, dan baru dapat diketahui apabila
keadaannya sudah parah. Dengan diketahuinya gejala dini melalui deteksi/ identifikasi
penyakit (menggunakan reagen diagnostik), maka peternak dapat menyelamatkan ternak
yang masih sehat dengan tindakan preventif misalnya dengan cara vaksinasi. Dalam
upaya pengembangan vaksin, teknik nuklir khususnya radiasi sinar gamma dapat
digunakan untuk menurunkan virulensi atay patogenitas agen penyakit tetapi masih
mampu menstimulasi kekebalan pada ternak terhadap infeksi ganas (Smith 1992).

Kelompok Kesehatan dan Reproduksi Ternak PAIR menggunakan radiasi sinar
gamma pada pengembangan vaksin iradiasi untuk pencegahan penyakit radang ambing
(mastitis) dan penyakit keluron menular (brucellosis) pada ternak. Sinar Gamma telah
digunakan untuk berbagai vaksin (IAEA, 2010). Teknik iradiasi memberikan keuntungan
dapat memperpendek waktu pasase dalam mendapatkan bahan vaksin dibanding dengan
teknik konvensional.

Selain itu pemanfaatan aplikasi teknik nuklir digunakan untuk peningkatan
efisiensi reproduksi ternak melalui teknik Radio immunoassay (RIA), khususnya RIA
untuk mendeteksi hormon progesteron (P4). Aplikasi RIA progesteron yang dilakukan
pada sapi perah di Kabupaten Garut menunjukkan waktu deteksi yang lebih cepat (21 hari
pasca IB) bila dibandingkan dengan deteksi kebuntingan konvensional yang dilakukan
dengan palpasi rektal (Tiiptosumirat dkk 2008). Selain hormon, telah diketahui suatu
protein yang dapat mengindikasi kebuntingan dini pada ternak ruminansia yaitu protein
spesifik kebuntingan B (pregnancy specific protein-b: PSPb) yang merupakan
glikoprotein plasenta sehingga disebut juga dengan nama PAG (pregnancy associated
glycoprotein). Pengembangan metode diagnosa kebuntingan dini berbasis PSPB
(Pregnancy Specific Protein B) dengan teknik RIA (radioimmunoassay) diharapkan dapat

menjadi indikator kebuntingan alternatif di Indonesia. PSPB disekresikan pada sirkulasi



induk bunting (maternal) pada minggu ke 3 setelah perkawinan sehingga dapat digunakan
sebagai penanda kebuntingan pada ternak ruminansia (Butler dkk 1982 dan Julie Pare dkk
2008).

Kegitan penelitian tahun 2016 dilakukan untuk menghasilkan 2 data riset yaitu
data riset uji lapang/ multi lokasi vaksin iradiasj mastitis dan kit RIA-PSPb dan data riset
uji vaksin iradiasi brucellosis pada hewan percobaan. Kegiatan dengan aplikasi teknik
nuklir yang dilakukan ini pada akhirnya diharapkan dapat meningkatkan produksi ternak
yang sehat dan berdampak pada peningkatan ketersediaan pangan serta mendukung

program Landmark BATAN dalam bidang Pangan (Pertanian / Peternakan).

MATERI DAN METODE
Kegiatan meliputi 3 sub kegiatan yaitu:
1. Ujilapang terbatas kandidat vaksin radiasi mastitis pada ternak ruminansia

Pada penelitian kali ini menggunakan sapi perah peranakan friesian holstein
sebagai hewan percobaan yang dibagi menjadi 2 kelompok perlakuan. Kelompok pertama
untuk kelompok vaksin (V) yang diberi SGB iradiasi secara subkutan dengan dosis 10®
cfu/ ml sebanyak 4 ml/ sapi, sedangkan kelompok kedua adalah kelompok kontrol (K)
yaitu hewan normal yang tidak diberi vaksin SGB iradiasi. Vaksin diberikan pada masa
kering kandang dengan pemberian booster 3 kali sebelum hewan melahirkan.
Pengambilan sampel darah dilakukan tiap 2 minggu sekali (Crowther 2010). Pemeriksaan
darah dilakukan untuk mengetahui status hematologi hewan.

Pemeriksaan eritrosit dilakukan dengan cara mengambil darah hewan percobaan
dengan menggunakan syringe 10 ml, selanjutnya dimasukkan kedalam tabung yang
mengandung anti koagulan. Darah dipipet dengan pipet eritrosit sampai tanda 0.5
kemudian ditambahkan dengan Larutan Hayem hingga 101. Lalu dikocok sampai
homogen, dan dibiarkan selama 15 menit. Darah yang didalam pipet eritrosit dimasukkan
ke dalam bilik hitung neubauer, kemudian dengan bantuan mikroskop pada perbesaran
1000 kali eritrosit dapat dihitung, Hasil dari perhitungan dari kelima kotak dibagi 5 dikali
dengan 10.000/mm?°.

Pemeriksaan PCV dilakukan dengan mengambil darah sebanyak 2/3 dari panjang
tabung hematokrit yang berukuran 75 mm x 1 mm. Bersihkan tabung hematocrit dari
sisa-sisa darah sampai bersih dengan memakai kertas tissue lalu sumbat dengan plasticid.
Masukkan kedalam sentrifuge/ haemofuge dengan posisi tabung tertutup sebelah luar dan

yang terbuka ke arah dalam kemudian haemofuge di hidupkan selama 10 menit. Tabung



diangkat dari haemofuge, persentase PCV dapat dibaca sesuai yang tertera pada alat
penghitung hematocrit.

Untuk mengetahui konsentrasi Hb darah dengan cara memasukkan 5 tetes Hel
0,IN ke dalam tabung pengencer Hemometer. Isaplah darah (kapiler, EDTA/Oxalat)
dengan pipet HB sampai garis tanda 20ul, hapus darah yang melekat pada sebelah luar
ujung pipet. Alirkan darah dari pipet kedalam dasar tabung pengencer yang berisi HCI
0,IN. Angkat pipet sedikit, lalu hisap HCI 0,1N yang jernih ke dalam pipet 2-3 kali untuk
membersihkan darah yang masih tertinggal di pipet. Campur isi tabung itu supaya darah
dan HCI bersenyawa, warna campuran menjadi coklat tua. Tambahkan aquadest setetes

demi setetes, aduk dengan batang pengaduk. Baca kadar Hb dalam gram/100 ml darah.

2. Ujiin vivo Brucella abortus pada mencit (Mus musculus).
Persiapan

Pemilihan mencit (Mus musculus) Strain BALB/c dengan umur 6-9 minggu,
berat badan : 20-25 gram dan jenis kelamin jantan.
Infeksi

Pada penelitian ini, 24 ekor mencit dibagi menjadi 4 kelompok dengan masing-
masing kelompok terdiri dari 6 ekor. Kelompok K1 merupakan kelompok tanpa vaksin
dan tanpa tantang, disuntikkan NaCl 0,2 ml secara intraperitoneal sebagai kontrol negatif.
Kelompok K2 disuntikkan dengan bakteri B. abortus tanpa radiasi sebagai kontrol positif.
Kelompok K3 disuntikkan dengan vaksin iradiasi brucellosis kemudian ditantang dengan
B. abortus tanpa radiasi. Kelompok K4 disuntikkan dengan vaksin iradiasi brucellosis
tanpa dilakukan tantang, Masing-masing mencit (Mus musculus) disuntikkan bakteri B
abortus iradiasi dengan dosis 10° cfu/ ml sebanyak 0,2 ml/mencit secara intraperitoneal.
Dan dosis tantang 10° cfu/ml sebanyak 0,2 ml/mencit. Pemberian vaksin dilakukan pada
minggu ke-1 kemudian dilanjutkan booster pada minggu ke-3 dan minggu ke-5, dan
tantang pada minggu ke-7. Mencit (Mus musculus) dipelihara dalam kandang dan diberi

makan dan minum ad libitum.

Pengambilan darah praperlakuan

Pengambilan sampel darah mencit (Mus musculus) dilakukan pada sebelum
perlakuan, saat perlakuan dan setelah perlakuan infeksi B. abortus dengan periode 2
minggu sekali. Mencit (Mus musculus) direstrain kemudian dipindahkan ke ruang

treatment dan diambil darahnya melalui medial canthus sinus orbitalis dalam keadaan



anastesi dengan menggunakan hematokrit dan dimasukkan tabung. Anastesi yang
digunakan Ketamin (dosis 100 mg/kg, diinjeksikan IP) dan Xylazin (10 mg/kg,
diinjeksikan IP) (Guidelines on Anesthesia and Analgesia in Laboratory Animals, 2009)

Pewarnaan ulas darah dengan giemsa

Sediaan ulas darah difiksasi dengan metanol absolut selama 10 — 15 menit. Larutan
methanol dibuang dari ulas darah kemudian tambahkan zat warna Giemsa 10%. Biarkan
selama 15 menit. Bilas secara perlahan dengan air mengalir sampai semua kelebihan zat
warna hilang. Letakkan sediaan hapus dalam rak dalam posisi tegak dan biarkan
mengering. Ulas darah diperiksa dengan mikroskop pada perbesaran 100 x10.

3. Uji Reaktivitas Perunut *'I-PSPB Untuk Kit Ria PSPB
Koleksi, preparasi dan ekstraksi kotiledon,

Pada penelitian ini dilakukan dengan melakukan ekstraksi sampel kotiledon yang
berasal dari plasenta sapi perah yang mengalami keguguran (umur kebuntingan sekitar 4
bulan) di daerah Kemang Kabupaten Bogor. Pembuatan ekstrak dilakukan dengan
memisahkan kotiledon dari pasenta menggunakan pinset dan scalpel, yang kemudian
dihaluskan menggunakan blender. Kurang lebih 200 gr larutan kotiledon dicuci dengan
NaCl 0,9 % dan selanjutnya ditambahkan buffer phospat 0,01M kemudian di aduk
menggunakan stirrer pada suhu 40C sambil ditambahkan Phenylmethanesulfonyl fluoride
(PMSF) 0,2M dan sodium EDTA 0,2%. Larutan kotiledon diaduk menggunakan stirrer
selama 24 jam pada suhu 40C, Larutan disentrifus pada 13000 rpm selama 60 menit
kemudian diambil supernatannya. Supernatan ditambah asam phospat sampai pH 4,5 dan
diaduk menggunakan stirrer selama 2 jam. Selanjutnya larutan kembali disentrifus pada
13000 rpm selama 60 menit dan pH supernatan disesuaikan menjadi 7,5 dengan
menambahkan KOH 0,5 M kemudian disimpan pada 40C sampai digunakan pada proses
filtrasi.

Fraksinasi kolom Sephadex G-75.

Filtrasi larutan kotiledon dilakukan menggunakan kolom Sephadex G-75.
Persiapan kolom Sephadex G-75 dilakukan dengan menimbang 0,8 gram Sephadex G-75
kemudian dilarutkan dengan lebih kurang 30 ml NaOH 0,1 N. Larutan Sephadex secara
perlahan dialirkan ke dalam kolom gelas yang sudah dilapisi dengan kertas saring
Wattman no 41 pada daerah filternya. Selanjutnya larutan tersebut dibiarkan mengeras
kurang lebih selama 15 menit. Loading ekstrak kotiledon dilakukan perlahan ke dalam

kolom dan proses fraksinasi ke dalam masing-masing micro tube dilakukan dengan laju



alir 1-1,5 ml/menit. Fraksi yang diperoleh selanjutnya disimpan dalam refrigerator untuk
digunakan pada proses selanjutnya.
SDS PAGE, Elusi Sederhana dan Elektroelusi Serta Penentuan Konsentrasi PSPB

Karakerisasi protein PSPB dilakukan dengan metode sodium dodesyl sulfat
polyacrylamide gel electrofhoresis (SDS PAGE) mengikuti metode yang di deskripsikan
oleh Laemmli (1970). Gel SDS PAGE dipotong pada bagian pita protein PSPB
menggunakan scalpel steril selanjutnya potongan pita PSPB disimpan dalam microtube
yang berisi PBS 0,1 M dengan pH 7. Isolasi PSPB dilakukan dengan menggunakan teknik
elektroelusi, potongan gel pita PSPB ditempatkan di dalam G-CapsuleTM (Bioscience)
selanjutnya diletakkan di dalam tangki elektroforesis horizontal yang berisi buffer TE.
Kabel positif dan negatif dipasang pada masing-masing kutubnya dan elektroforesis di
running pada 100 volt selama 1,5 jam dengan suhu 20°C. Larutan (berisi protein) yang
terkumpul pada membran G-CapsuleTM dikoleksi melalui collection port menggunakan
pipet. Protein yang terkumpul disimpan dalam refrigerator dan gel pita protein diambil
kembali untuk dikeluarkan sisa proteinnya menggunakan metode elusi sederhana.
Selanjutnya protein dipekatkan menggunakan tabung AmiconUltra® MWCO 50 KDa
(Merck). Penentuan konsentrasi PSPB dilakukan pada fraksi ekstrak kotiledon, fraksi
ekstrak karunkula, presipitasi asam, elusi sederhana dan elektroleusi menggunakan
ELISA kit untuk bovine PSPB (Finetest, No Catalog EB004).
Radioiodinasi dengan Metode Chloramine T

Pelabelan protein menggunakan radiosisotop dilakukan mengikuti metode yang
dideskripsikan oleh Bailey (1990). Protein disiapkan ke dalam tabung plastik kecil
sejumlah 10 pL, kemudian ditambahkan Na-125] 5 HL 37 MBq (1 mCi), buffer A 50 ulL
(0.5 M buffer sodium phosphate dengan PH 7.4) dan larutan chloramine T 25 uLl (2
mg/mL chloramine T di dalam 0.05 M buffer sodium phosphate dengan pH 7.4). Larutan
dihomogenkan sambil digoyang-goyangkan kemudian didiamkan selama 30 detik.
Sodium metabisulfit sejumlah 500 KL ditambahkan kedalam larutan dan masing-masing
10 uL larutan dialikuot ke dalam tabung polistiren kecil untuk dilanjutkan pada proses
purifikasi.
Purifikasi, Pengukuran Radioaktivitas, Pengujian Radiokimia dan
Immunoreaktivitas,

Purifikasi protein-radioisotop dilakukan dengan menggunakan kolom PD-10 G25
mengikuti metode yang dideskripsikan oleh Bailey (1990). Radioaktivitas 10 pL larutan

protein-radioisotop dihitung dan kemudian dialirkan ke dalam kolom dan fraksi dikoleksi



sejumlah 0.6 mL dalam masing-masing tabung. Selanjutnya fraksi dialikuot sejumlah 10
ML ke dalam tabung plastik kecil. Masing-masing alikuot dari setiap fraksi dihitung
radioaktifitasnya menggunakan gamma counter dan hasilnya diplot kedalam kurva
radioaktivitas versus fraksi,

Fraksi-fraksi yang membentuk puncak pertama pada kurva radioaktivitas
merupakan senyawa dari hasil ikatan protein dan radioisotop. Kemurnian radiokimia diuji
menggunakan kertas Whattman dengan eluen aseton untuk menentukan % 1251 bebas dan
TLC dengan eluen campuran ammonium asetat methanol (1:1) untuk menentukan %
koloid 125I.

Penentuan immunoreaktivitas dilakukan dengan mengencerkan alikuot fraksi (10
L) dari puncak kurva pertama menjadi 100 uL sehingga diperoleh cacahan 10.000
cpm/100pL. Masing-masing alikuot yang telah diencerkan diinkubasi dengan antibodi
boPSPB (Cusabio) pada suhu 4°C selama 4 Jjam. Tkatan protein-antibodi dan sisa antibodi
dalam larutan dipresipitasi dengan menambahkan larutan y-globulin (200 pL) dan
polyethilen glycol (1 mL) ke masing-masing sampel pada suhu 4°C. Masing-masing
tabung dihomogenkan menggunakan vortex mixer kemudian didiamkan pada suhu 4°C
selama 15 menit. Selanjutnya masing-rasing tabung diputar menggunakan sentrifus pada
4000 rpm selama 15 menit dengan suhu 4°C. Supernatan dihisap secara hati-hati
menggunakan pipet dan presipitat di dasar tabung dihitung radioaktivitasnya

menggunakan gamma counter.,

HASIL DAN PEMBAHASAN
Dari hasil pemeriksaan darah, diperoleh nilai rata-rata eritrosit sebesar 59 x 10°
*¥ . Nilai tersebut masih dalam kisaran normal yaitu 5-10 x 10° */ .3 Hal ini

menunjukkan bahwa sapi yang diberi vaksin tidak mempengaruhi nilai eritrosit.

Tabel 1. Profil Eritrosit Sapi Perah kelompok perlakuan kontrol dan vaksin

Kelompok Sapi Eritrosit
’ : (x 10° sel/ mm?®)
Kontrol 5.7
Vaksin 5.9

Sementara untuk nilai PCV diperoleh nilai rata-rata PCV sebesar 32,2% dan Hb
10,4 ¥ ) (Tabel 2). Nilai-nilai tersebut masih dalam batas normal yaitu untuk PCV 24-



46% dan Hb 10-17 ¥ p,. Hal ini menunjukkan bahwa sapi perah yang divaksin dengan

vaksin iradiasi mastitis tidak menyebabkan anemia pada hewan percobaan.

Tabel 2. Profil PCV dan Hb Sapi Perah kelompok perlakuan kontrol dan vaksin

PCV Hb
Kelompok Sapi
2 (%) (g/ DI)
Kontrol 31,5 9,8
Vaksin 32,2 10,4

Manajemen kebersihan kandang dan pekerja masih menjadi kunci keberhasilan
penanganan kasus mastitis. Kebersihan yang buruk akan menyebabkan bakteri penyebab
mastitis berkembang biak. Deteksi mastitis subklinis pada ruminansia juga dilakukan
dengan cara tidak langsung seperti uji dengan CMT maupun penghitungan sel somatik
(Shearer and Haris 2003).

Pada penelitian ini dilakukan infeksi B. abortus iradiasi dengan dosis radiasi
1000 Gy ke mencit (Mus musculus). Untuk mengetahui pengaruh pemberian B, abortus
iradiasi maka dilakukan pengambilan darah untuk mengetahui gambaran darahnya.
Dengan menggunakan pewarnaan ulas darah Giemsa digunakan untuk mengetahui jenis
leukosit. Leukosit atau disebut juga dengan sel darah putih merupakan sel darah yang
mengandung inti. Leukosit dapat di bedakan menjadi bagian yaitu limfosit, monosit,
neutrofil, eosinofil dan basofil. Pada pemeriksaan dengan mikroskop leukosit mempunyai
granula sepesifik (granulosit). Hasil penghitungan diferensial leukosit pra perlakuan pada
penelitian ini terlihat pada Tabel 3.

Tabel 3. Gambaran diferensial leukosit pada darah mencit (Mus musculus)

Basofil Eosinofil Neutrofil Limfosit Monosit
K1 0 0 34 64 2
K2 0 2 33 62 3
K3 0 0 25 2 3
K4 0 1 35 64 0

Keterangan : K1=kelompok 1; K2=kelompok 2; K3=kelompok 3; K4=kelompok 4
Hasil pengamatan nilai dari diferensial leukosit pra perlakuan (basofil, eosinofil,
neutrofil, limfosit, dan monosit) pada penelitian terlihat pada Tabel 1. Berdasarkan

literatur diketahui nilai normal dari limfosit 48,8 -83,19%; neutrofil 9,86 -39,11, basofil
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0,07%, eosinofil 0,11-4,91 dan monosit 3,29 -12,48% sehingga nilai dari diferensial
leukosit tersebut didalam kisaran normal.

TR

Gambar 1. Mencit (Mus musculus) di dalam kandang pemeliharaan

Eosinofil

Neutrofil

Limfosit

Monosit

Gambar 2. Jenis leukosit pada ulas darah mencit (Mus musculus)
dengan mikroskop pada perbesaran 100 x10
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Pada pemeriksaan diferensial leukosit dari ulas darah diperoleh macam-macam
leukosit yang terlihat pada Gambar 2. Eosinofil memiliki granula bewarna merah, ukuran
dan bentuknya hampir sama dengan neutrofil, tetapi granula pada sitoplasmanya lebih
besar. Neutrofil terlihat memiliki granula yang tidak bewarna, mempunyai inti sel yang
terangkai, kadang terlihat terpisah-pisah, protoplasmanya banyak berbintik-bintik.
Limfosit memiliki nucleus besar bulat dengan menempati sebagian besar sel. Monosit
memiliki ukuran yang lebih besar daripada limfosit, protoplasmanya besar, warna biru
sedikit abu-abu, serta mempunyai bintik-bintik sedikit kemerahan halus atau granula.

Kegiatan penelitian pengujian immunoreaktivitas PSPB tahun 2016 ini dimulai
dengan ekstraksi jaringan kotiledon dan karunkula kemudian diteruskan dengan screening
fraksi PSPB menggunakan kolom Sephadex G-75, karakterisasi fraksi utama dilakukan
dengan SDS PAGE serta dilanjutkan dengan pengeluaran protein PSPB dengan
elektroelusi dan elusi sederhana. Protein yang berhasil dikumpulkan kemudian
dipekatkan dan dilakukan radioiodinasi menggunakan iodium 131 dengan choramin T

sebagai oksidatornya serta dilanjutkan dengan uji radiokimia serta immunoreaktivitas.

Tabel 4. Konsentrasi PSPB hasil fraksinasi, elusi sederhana dan elektroelusi.

Bahan Konsentrasi PSPB (ng/ml)
Fraksi kotiledon ke-11 sampai 20 3.28+0.14
Fraksi karunkula ke-11 sampai 35 4.24+0.07
Presipitasi asam campuran kotiledon + 3.07+0.04
karunkula
Elusi Karunkula (elusi ke-2) 0.77+0.04
Elusi Kotiledon (elusi ke-2) 29.03+0.14
Presipitasi asam karunkula 3+0.25
Presipitasi asam kotiledon 9.35+0.31
Elektroelusi ekstrak kotiledon + karunkula 597.68+1.13

Pengukuran konsentrasi PSPB menggunakan ELISA pada berbagai elemen
ckstrak, fraksi dan elektroelusi didapatkan hasil terbaik pada elektroelusi dan elusi
sederhana kotiledon dengan konsentrasi maksimum 597.6841.13 dan 29.0340.14 ng/ml
(Tabel 4). Elektroelusi protein merupakan metode yang cukup efektif untuk mengisolasi
protein dari gel SDS PAGE, menurut Dunn (2004) efisiensi yang dihasilkan dapat
mencapai lebih dari 90% dalam hal protein recovery. Mekanisme elektroelusi adalah

perpindahan protein dari gel melalui medan elektrik ke dalam larutan dan terkumpul pada
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membran dialisis yang memiliki MWCO (molecular weight cut off) tertentu, Disamping
keunggulannya, elektroelusi juga mempunyai beberapa kelemahan antara lain:
pelaksanaan isolasi dengan waktu yang lebih lama, risiko kontaminasi pada protein yang
telah terelusi dengan SDS: garam dan lain-lain, putusnya rantai peptida selama
pewarnaan SDS PAGE atau elektroelusi, terjadinya modifikasi kimiawi yang dapat
menyebabkan penyumbatan pada terminal-N.

Protein  PSPB hasil elektroelusi kemudian digunakan dalam penandaan
menggunakan iodium 131 dengan chloramine T sebagai oksidatornya, Chloramine T
merupakan oksidator kuat yang umum dimanfaatkan dalam radioiodinasi dimana
oksidator tersebut mampu mengoksidasi dan memfasilitasi 1 atom iodin radioaktif dengan
satu molekul protein. Adapun senyawa kimia laiinya yang dapat berperan sebagai

oksidator radioisotop antara lain iodogen dan laktoperoksidase.
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Gambar 3. Radioaktivitas perunut "*'I-PSPB hasil radioiodinasi dengan oksidator
chloramine T

Cacahan hasil penandaan PSPB (Gambar 3) menunjukkan perunut 1131-PSPB
membentuk puncak pada fraksi 7 sampai dengan 10 sedangkan fraksi 18-32 (puncak
kedua) merupakan merupakan sisa dari iodium 131 yang tidak terpakai dari proses
radioiodinasi. Dari pengukuran radioaktivitas tersebut, jumlah radioisotop yang berikatan
dengan protein diperkirakan sekitar 8% dari jumlah total radioisotop yang ditambahkan.
Hal ini menunjukkan bahwa terjadi ikatan yang baik antara radioisotop pada residu
tyrosin protein PSPB, namun persentase dari cacahan perunut mengindikasikan perlunya

untuk meningkatkan konsentrasi PSPB.
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Gambar 4. Kemurnian radiokimia fraksi "*'I-PSPB.
Pengujian kemurnian radiokimia pada perunut 1311-PSPB ditunjukkan pada

Gambar 4. Grafik kemurnian radiokimia (Gambar 4) menunjukkan terbentuknya puncak
perunut pada migrasi eluen ke-8 dengan nilai cacahan gamma sebesar 92.95% yang
berarti bahwa fraksi 1311-PSPB terdapat dalam jumlah 92.95% dan sisa 7.05% berupa

iodium 131 bebas yang tertinggal pada tempat penotolan di kertas kromatografi,

Tabel 5. Rataan nilai NSB dan B0 dari 1311-PSPB

Parameter assay x1000 CPM
NSB 50,783
B0 51,496

Non Specific Binding (NSB) merupakan ikatan yang terjadi antara ligan
(perunut) dengan selain reseptor yang telah ditentukan sedangkan Binding Zero (B0)
merupakan cacahan maksimum (tertinggi) yang dihasilkan dari ikatan antara perunut
I311-PSPB dengan antibodi pada standar PSPB paling rendah. Pada percobaan ini
dihasilkan NSB dengan nilai cacahan 50,783 CPM, nilai cacahan tersebut termasuk besar
dibandingkan cacahan normal NSB sekitar 8,00-1,000 CPM hal ini dapat disebabkan oleh
faktor sebagai berikut: proses dekantasi yang tidak sempurna sehingga perunut banyak
yang tertinggal di dasar atau menempel di dinding tabung sehingga ikut terhitung pada
proses cacahan, perunut menempel pada komponen buffer pereaksi dan tertinggal
bersama pellet sehingga memperbesar nilai cacahan. Sedangkan rerata nilai cacahan B0

diperoleh 51,496 CPM nilai tersebut merupakan nilai yang umum (normal) pada cacahan
B0 (Tabel 5).
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Tabel 6. Pengujian terhadap fraksi tertinggi "*'I-PSPB

Parameter Pengujian %
Radioaktivitas 8
Kemurnian radiokimia 92.95
Immunoreaktivitas 8

Puncak fraksi perunut pada kurva radioaktivitas dan kemurnian radiokimia
(Gambar 3 dan 4) dikalkulasikan dan diestimasikan sebesar 8% dan 92.95%, persentasi
radioaktivitas termasuk kecil bila dibandingkan dengan puncak kedua dan hal ini
berkaitan dengan kecilnya konsentrasi dari PSPB tersebut sehingga perlu dilakukan upaya
pemekatan lebih lanjut. Adapun nilai kemurnian radiokimia sebesar 92.95% merupakan
representasi kemurnian radiokimia yang cukup baik dibandingkan dengan nilai maksimal
yang berpotensi untuk dicapai yakni sebesar 99.99%. Nilai immunoreaktivitas yang
dihasilkan sebesar 8% (Tabel 6), hasil ini merupakan nilai ikatan yang terjadi antara
antibodi dan senyawa bertanda (131-PSPB) dan diukur dengan cacahan sinar gamma.
Immunoreaktivitas yang baik mempunyai nilai lebih dari  80% sedangkan
immunoreaktivitas 1311-PSPB hanya 8% dan cenderung berbanding lurus dengan nilai
cacahan radioaktivitas, sehingga diperlukan antigen PSPB dengan kemurnian dan
konsentrasi yang lebih tinggi melalui metode isolasi dan pemekatan vang lebih baik

(kromatograti/HPLC dan pemekatan membran dengan MWCO lebih kecil 3-10 KDa).

KESIMPULAN

Dari 3 subkegiatan tersebut dapat disimpulkan sebagai berikut;

1. Hasil pemeriksaan darah sapi pada penelitian kandidat vaksin mastitis diperoleh nilai
rata-rata eritrosit 5,9 x 10° sel/ mm® dan nilai PCV 32,2%. Nilai tersebut masih dalam
kisaran normal (eritrosit 5-10 x 10° sel/ mm® dan PCV 24-46%). Hal ini menunjukkan
bahwa pemberian vaksin tidak menyebabkan anemia pada sapi perah.

2. Nilai rata rata sel basofil, eosinofil, neutrofil, monosit dan limfosit praperlakuan pada
mencit (Mus musculus) dalam kisaran normal.

3. Nilai immunoreaktivitas perunut 1311-PSPB periode Januari-September 2016 yang
diperoleh adalah 8%. Hasil ini merupakan nilai ikatan yang terjadi antara antibodi
dan senyawa bertanda (131-PSPB). Immunoreaktivitas yang baik mempunyai nilai
lebih dari 80% sedangkan immunoreaktivitas 1311-PSPB hanya 8%, sehingga

diperlukan antigen PSPB dengan kemurnian dan konsentrasi yang lebih tingg
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