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ABSTRAK

Orientasi Dosis Iradiasi Streptococcus agalactiae untuk Bahan Vaksin Mastitis
Subklinis pada Sapi Perah. Telah dilakukan suatu penelitian untuk mengetahui pengaruh
iradiasi sinar gamma dalam melemahkan Streptococcus agalactiae sebagai bahan vaksin untuk
pencegahan penyakit Mastitis subklinis (radang ambing) pada sapi. Bakteri S. agalactiae yang
telah diisolasi dari kasus Mastitis subklinis pada sapi perah di lapangan, kemudian diamati
pertumbuhannya. Bakteri ini yang telah mencapai pertengahan fase log dari pertumbuhannya,
dibagi menjadi 5 kelompok perlakuan, yang diiradiasi dengan dosis 0; 25; 50; 75; dan 100Gy.
Bakteri yang telah diradiasi selanjutnya ditanam pada media agar Brain Heart Infusion (BHI),
untuk dilakukan penghitungan koloni bakteri bagi penentuan LDg-nya. Dari perlakuan
tersebut diperoleh kurva Pengaruh Iradiasi terhadap % Viabilitas bakteri dengan persamaan
Y =95,414e%%7% - R2=0.9979 (Y =%Viabilitas dan X = dosis iradiasi). Dari perhitungan ini
diketahui dosis iradiasi sebesar 17,4 Gy untuk melemahkan bakteri S. agalactiae sampai taraf
LDs,.

Kata kunci : Streptococcus agalactiae, iradiasi, vaksin, mastitis subklinis

ABSTRACT

Orientation of Streptococcus agalactiae irradiation dose for subclinical mastitis
vaccine in dairy cows. An experiment to determine the effect of gamma-ray irradiation in
debilitating Streptococcus agalactiae as a cause of subclinical mastitis (inflammation of the
udder) in cows has been conducted. S. agalactiae bacteria was isolated from subclinical
mastitis found in dairy cows in the field was then observed for its cell growth. The bacteriae
which have reached mid-log phase of growth, were divided into 5 treatment groups, of which
each was irradiated at dose level of 0; 25; 50; 75; and 100Gy. Irradiated bacteria subsequently
were grown on Brain Heart Infusion agar (BHI), and each of its colonies was counted for LDy,
determination. The obtained curves from irradiated treatment bacterial shown viability
percentage by the linier equation of Y = 95.414 ¢ %7X: R? = 0.9979, while Y = % viability
and X = dose of irradiation. The calculation done in this experiment shows that irradiation
dose of 17.4 Gy weaken the bacteria patogenicity of S. agalactiae to the level of LDy,

Key words: Streptococcus agalactiae, irradiation, vaccine, subclinical mastitis

PENDAHULUAN ternak yang ada. Meningkatnya kesadaran
masyarakat tentang nilai gizi serta

Usaha peternakan di Indonesia kebutuhan konsumsi masyarakat akan
mempunyai potensi untuk dapat protein hewani, juga turut mendukung

berkembang pesat, mengingat cukupnya
ketersediaan pakan dan keragaman jenis

berkembangnya usaha peternakan rakyat.
Salah satu upaya pemerintah untuk
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meningkatkan konsumsi protein hewani
bagi penduduk Indonesia adalah dengan
mengembangkan peternakan sapi perah,
yang telah dimulai sejak zaman Hindia
Belanda hingga saat ini [1]. Kendala yang
sering menghambat keberhasilan suatu
usaha peternakan adalah serangan penyakit.
Salah satu penyakit penting yang dapat
menurunkan produksi susu pada ternak sapi
perah adalah Mastitis yang dikenal juga
sebagai penyakit radang kelenjar air susu
(ambing). Penyakit ini dibagi menjadi 2 tipe,
pertama  yaitu mastitis klinis yang
menunjukkan gejala kesakitan pada ambing
ternak maupun kerusakan pada susu, dan
kedua adalah mastitis subklinis yang tidak
menampakkan gejala peradangan pada
ambing kecuali bila dilakukan pemeriksaan
pada air susu dengan uji khusus contohnya
California Mastitis Test [2]. Sebagaimana
negara-negara lain, di Indonesia-pun kasus
yang lebih banyak terjadi yaitu mastitis
subklinis [3, 4, 5]. Kasus mastitis terutama
mastitis subklinik di Indonesia yang
ditemukan sampai akhir tahun 2006, tercatat
sekitar 75% - 83% [6]. Mastitis subklinik
pada sapi perah dapat menyebabkan
kerugian yang sangat besar terhadap
peternak [7], vyaitu berupa penurunan
produksi susu, penurunan kualitas susu
yang mengakibatkan penolakan susu oleh
pengumpul, penurunan kualitas hasil olahan
susu, peningkatan biaya perawatan dan
pengobatan, serta pengafkiran ternak lebih
awal [8]. Kasus mastitis yang menyerang
peternakan sapi perah di Kabupaten Garut
dapat menurunkan produksi susu lebih dari
20 % [9]. Bahkan menurut BLOOD dan
RADOSTITS [10] dan EUSTICE [11],
kerugian ekonomi akibat mastitis antara lain
adalah akibat penurunan keseluruhan
produksi susu di peternakan yang dapat
mencapai 70%. Ambing sapi yang terinfeksi
pada peternakan di Amerika menyebabkan
fihak industri susu harus mengeluarkan
biaya hampir dua milyar dolar per-tahun,
dan keadaan yang serupa juga terjadi di

Eropa [12].
Pada penelitian terdahulu diketahui
bahwa bakteri Streptococcus agalactiae
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merupakan bakteri dominan penyebab
mastitis subklinis di peternakan sapi perah
kecamatan Cisurupan, Cilawu dan
Bayongbong, Kabupaten Garut [13]. Sesuai
hasil identifikasi Balai Besar Penelitian
Veteriner (BBALITVET) memperoleh 60,6%
S. agalactiae pada kasus mastitis subklinis di
daerah Bandung, Bogor, dan Sukabumi,
sebagai bakteri terbanyak yang diisolasi [14].
Pengobatan mastitis dengan menggunakan
antibiotik  terutama  ditujukan  untuk
membunuh  bakteri, namun  dengan
banyaknya macam obat antibiotik yang
dipergunakan dan cara pemberian dosis
yang tidak terkontrol, maka dikhawatirkan
menimbulkan permasalahan baru berupa
resistensi kuman penyebab mastitis dan
terdapat residu antibiotik pada susu yang
dihasilkan. Oleh karena itu bakteri mastitis
menjadi lebih sulit diberantas, dan residu
antibiotik pada susu berpotensi
membahayakan kesehatan manusia [15].

Dengan adanya masalah resistensi
bakteri terhadap antibiotik dan residunya
pada susu, maka dipandang perlu untuk
mencari alternatif lain untuk pencegahan
penyakit ini, salah satunya adalah dengan
pembuatan vaksin. Pemanfaatan iradiasi
dimaksudkan untuk melemahkan
patogenitas Streptococcus agalactiae sebagai
bakteri dominan penyebab mastitis, namun
bakteri ini diharapkan masih dapat
menimbulkan respon tanggap kebal sebagai
bahan vaksin. Sehubungan dengan masalah
tersebut di atas, maka penelitian ini
bertujuan untuk mencari Kkisaran dosis
radiasi untuk melemahkan S. agalactiae
sampai taraf inaktif 50% atau Lethal dose-50
(LDs))  sebagai bahan vaksin untuk
pencegahan mastitis subklinis pada sapi
perah.

BAHAN DAN METODA

Bahan utama yang digunakan dalam
penelitian ini adalah isolat murni bakteri
Sreptococcus agalactiae yang dikoleksi dari
kasus mastitis subklinis di lapangan setelah
diuji positif terhadap California Mastitis Test
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(CMT), dan pengelompokan dengan
Streptococcal grouping kit. Bakteri
Streptococcus ini termasuk ke dalam grup B
(SGB). Medium vyang digunakan untuk
pertumbuhan S. agalactiae yaitu Brain Heart
Infusion (BHI) agar dan broth produk
Oxoid™ dengan akuades steril sebagai
pelarut. Zat kimia yang digunakan terdiri
dari alkohol 70%, spirtus, dan NaCl
fisiologis (0,85%) steril. Peralatan yang
digunakan berupa alat gelas seperti tabung
reaksi, Erlenmeyer, gelas piala, cawan petri,
batang sprider, pipet, peralatan lain seperti
O0se, bunsen, rak tabung, timbangan,
spektrofotometer, kuvet, autoklaf,
inkubator, inkubator goyang, laminar air
flow dan iradiator Gamma chamber dengan
sumber isotop “Co di PATIR-BATAN
sebagai sarana iradiasi.

Pembuatan kurva tumbuh bakteri S.
agalactiae

Isolat bakteri murni S. agalactiae
dipermuda dengan cara dipindahkan 1 6se
kedalam medium BHI agar miring, lalu
diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C.
Bakteri yang telah dipermuda diambil 5 6se,
kemudian diinokulasikan kedalam 50 mL
BHI Broth, selanjutnya diinkubasi pada
suhu 37°C sambil dilakukan agitasi 120 rpm
di dalam inkubator goyang. Pertumbuhan
biakan diamati dengan mengukur densitas
optik (Optical Density,OD) menggunakan
spektrofotometer pada panjang gelombang
660 nm, dengan selang waktu 60 menit
hingga memasuki fase stasioner [16]. Bakteri
yang tumbuh dengan nilai absorbansi pada
OD mencapai pertengahan fase logaritma,
digunakan sebagai bahan pembuatan vaksin
mastitis diiradiasi.

Orientasi dosis iradiasi untuk lethal dose
50% (LDj,)

Bakteri yang telah mencapai
pertengahan fase logaritma tersebut di atas,
selanjutnya dicuci sebanyak 3 kali dengan
akuades steril menggunakan sentrifus pada
10.000 rpm. Pelet yang terbentuk di dasar
tabung sentrifus dilarutkan dalam NaCl
fisiologis steril sehingga diperoleh

konsentrasi 10%sel/mL dengan cara
disamakan kekeruhannya pada larutan
standar Barium yang setara dengan larutan
bakteri 10%sel/mL. Larutan S. agalactiae
tersebut dibagi ke dalam 5 tabung kemudian
diiradiasi dengan sinar gamma dengan dosis
radiasi masing-masing 25; 50; 75; dan 100
Gy, sedangkan tabung berisi larutan bakteri
tanpa iradiasi (0 Gy) digunakan sebagai
kontrol. Iradiator Gamma chamber, yang
digunakan pada saat proses iradiasi
dilakukan, mempunyai laju dosis 112,504
krad/jam. Setelah diiradiasi, masing-masing
larutan bakteri diencerkan berseri dari 10"
sampai 10"°. Selanjutnya bakteri ditanam
pada medium agar padat BHI dan
diinkubasikan semalam pada suhu 37°C,
selanjutnya dilakukan penghitungan koloni
bakteri untuk penentuan Lethal Dose 50%
(LDs,) yang dipetakan pada kurva persentasi
viabilitas bakteri yang bertahan hidup pasca
iradiasi.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Pembuatan kurva tumbuh perlakuan
digunakan untuk melihat pertumbuhan
isolat bakteri sebelum diiradiasi. Bila suatu
pembenihan cairan kuman yang berasal dari
suatu biakan yang sebelumnya telah tumbuh
sampai jenuh, kemudian jumlah sel-sel
hidup ditentukan secara berkala dan
digambarkan dalam bentuk grafik maka
akan diperoleh suatu kurva pertumbuhan.
Kurva ini dapat dibagi ke dalam 4 fase yaitu
fase lag (adaptasi), fase log (logaritmik atau
eksponensial), fase stasioner (seimbang) dan
fase kematian (penurunan) [17]. Pada fase
lag atau adaptasi, suatu massa dalam sel-sel
bakteri yang kekurangan metabolit dan
enzim sebagai akibat keadaan yang tidak
menguntungkan dalam pembiakan
terdahulu, menyesuaikan diri dalam
lingkungannya yang baru. Pada fase pertama
ini, tidak ada pertambahan populasi bakteri
karena hanya terjadi penambahan substansi
intraseluler, sel mengalami perubahan
dalam komposisi kimiawi dan bertambah
ukurannya saja. Pada grafik pertumbuhan
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bakteri, fase lag ini biasanya ditunjukkan
dengan garis horizontal pada awal
pertumbuhannya. Memasuki fase logaritma,
sel sel membelah dengan laju konstan,
massa menjadi dua kali lipat dengan laju
sama dan aktivitas metabolik konstan. Pada
grafik pertumbuhan bakteri, fase log
ditunjukkan dengan garis meningkat sebagai
fungsi  eksponensial.  Setelah  nutrien
menyusut dan habis digunakan saat
pembelahan sel, maka terjadi kematian
beberapa sel dan sebagian yang masih hidup
tetap tumbuh dan membelah sehingga
jumlah sel hidup menjadi stabil, dengan
demikian bakteri memasuki fase stasioner
dan grafik pertumbuhan membentuk garis
cenderung mendatar. Pada fase terakhir
terjadi kematian sel yang lebih cepat dari
pada terbentuknya sel-sel baru. Laju
kematian mengalami percepatan menjadi
grafik pertumbuhan menurun kembali. Pada
penelitian ini tidak dilakukan pengamatan
sampai fase kematian. Hal ini dibutuhkan
sebagai dasar pembuatan bahan vaksin aktif
yang harus berasal dari bakteri hidup.
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Gambar 1. Kurva pertumbuhan S. agalactiae
untuk bahan vaksin radiasi mastitis.

Berdasarkan hasil pengamatan pola
pertumbuhan isolat bakteri S. agalactiae
dalam medium BHI broth sebagaimana
terlihat pada Gambar 1. menunjukkan
bahwa bakteri ini mengalami fase adaptasi
selama 1 jam (60 menit). Pada fase
penyesuaian, yaitu sekitar 1 sampai 2 jam
setelah pemindahan, bakteri biasanya belum
mengadakan pembiakan [18]. Pertumbuhan
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bakteri pada pertengahan fase log dicapai
setelah inkubasi selama 150 menit (2,5 jam).
Bakteri yang tumbuh pada pertengahan fase
log digunakan sebagai bahan vaksin untuk
iradiasi, karena pada fase ini sel bakteri
masih aktif membelah diri dalam masa
pertumbuhannya.

Dari orientasi dosis iradiasi untuk
melemahkan  bakteri  diperoleh  hasil
pengamatan koloni bakteri pada Tabel 1.
Dari perlakuan tersebut diperoleh kurva
Pengaruh Iradiasi terhadap % Viabilitas
bakteri dengan persamaan Y =95,414e%%71% .
R?=0.9979 (Y =%Viabilitas dan X= dosis
iradiasi) yang terdapat pada Gambar 2. Dari
persamaan tersebut dapat diperoleh dosis
iradiasi 17,4 Gy untuk melemahkan bakteri
Streptococcus agalactiae sampai taraf LDy,

Tabel 1. Pengamatan jumlah sel bakteri S.
agalactiae untuk LD, akibat radiasi
sinar gamma pada dosis 0; 25; 50; 75,
100 Gy (rata-rata dari 3 kali ulangan).

Dosis Jumlah . % . Keterangan
(Gy) sel/ml viabilitas
0 16,90 x 10® 100 LD, - 8,45 x 108
25 6,10 x 108 36,1
50 2,40 x 10® 14,2
75 1,05 x 108 6,21
100 0 0

N
[l !
1 %

[} 00325 oos 0ovs 0.1 025
Desis Fadasi(kGy)

Bertshan Hdip B

Gambar 2. Persentase bakteri S. agalactiae yang
bertahan hidup akibat iradiasi sinar
gamma pada dosis 0; 25; 50; 75; 100
Gy.
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Berdasarkan Tabel 1 dan Gambar 2,
iradiasi sinar gamma dapat mempengaruhi
jumlah sel bakteri. Hal ini sesuai dengan
penelitian terdahulu yang menyatakan
bahwa semakin tinggi dosis iradiasi semakin
rendah jumlah populasi sel bakteri yang
dapat bertahan hidup [19]. Radiasi pengion
sinar gamma atau elektron berenergi tinggi
dapat menimbulkan efek biologis langsung
pada mikroba, terutama pada molekul-
molekul  kunci seperti pada asam
deoksiribonukleat atau DNA. Dengan adanya
efek langsung tersebut bakteri tidak
mempunyai enzym penyembuh yang efektif
untuk dapat memperbaiki kerusakan pada
asam deoksiribonukleatnya. Adapun efek
tak langsung dari radiasi pada mikroba
umumnya disebabkan oleh produk-produk
radiolisis dari air yang berada di dalam dan
di luar sel mikroorganisme. Selanjutnya
radikal-radikal bebas yang dihasilkan akan
bereaksi dengan molekul biologi yang
penting seperti basa dan rantai DNA, asam
amino dan protein [20]. Namun demikian,
akibat radiasi pada bakteri S. agalactiae
perlu dikaji lagi, terutama kemungkinan
kerusakan pada rantai DNA-nya. Uiji
lanjutan perlu dilakukan pada hewan
percobaan untuk membuktikan jika iradiasi
yang dapat merusak DNA S. agalactiae
menjadi tidak patogen, tapi masih mampu
merangsang timbulnya daya tahan terhadap
bakteri tersebut.

KESIMPULAN

1. Iradiasi sinar gamma dapat melemahkan
bakteri S. agalactiae sebagai bahan vaksin
untuk pencegahan mastitis subklinis,
namun demikian kemampuannya untuk
menimbulkan tanggap kebal pada ternak
masih harus diteliti lebih lanjut.

2. Berdasarkan kurva pengaruh iradiasi
terhadap % Viabilitas bakteri dengan
persamaan Y =95,414e %% . R*=0.9979
(Y="%Viabilitas dan X= dosis iradiasi),
dapat diketahui bahwa dosis iradiasi
berkisar 17,4 Gy untuk melemahkan
bakteri S. agalactiae sampai taraf LDy,

untuk pembuatan vaksin hidup S
agalactiae.
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