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GAMBARAN HISTOPATOLOGI EPIDIDIMIS KELINCI
(Oryctolagus cuniculus) SETELAH DILAKUKAN IMUNISASI DENGAN
VAKSIN WHOLE BAKTERI Brucella abortus STRAIN 19

HISTOPATHOLOGICAL FEATURES OF RABBIT’S EPIDIDYMIS
(Oryctolagus cuniculus) AFTER IMMUNIZED WITH WHOLE BACTERIA OF
Brucella abortus STRAIN 19

Sugeng Supranyoto”, Hani Plumeriastuti”, Pudji Srianto”, Didik Handijanto?,
Djoko Legowo”, BudiUtomo®
UMahasiswa, Departemen Patologi Veteriner, *Departemen Reproduksi Veteriner,
“Departemen Mikrobiologi Veteriner, *Departemen Patologi Veteriner,
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ABSTRACT

The purpose of this study is to know the histopathological changes of rabbit’s epididymis
(Oryctolagus cuniculus) after immunized with whole bacteria of Brucella abortus Strain 19.
Sixteen male rabbits (Oryctolagus cuniculus) age range 8 months with 1-2 Kg average of body
weight were used. These animals were divided into two groups (PO and P1). Pl were
immunized with whole bacteria of Brucella abortus Strain 19 0,5 mL plus CFA 0,5 mL injected
subcutaneously, then booster 0,5 mL plus IFA 0,5 mL were given in 2 times every two weeks
subcutaneously. PO were treated with subcutaneous injection of NaCL physiology 1 mL, then it
was repeated 2 times every two weeks. This research was conducted for 9 weeks to determine
the effect of vaccination in epididymis. The data were compared using Mann-Whitney U test.
Statistical comparisons were performed using SPSS v22.0 for windows. The research result
showed that the vaccination could make histopathological changes in epididymis of rabbits. It
showed that the level of inflammation, degeneration and hyperplasia were increased if it was
compared with P0. It could be concluded that the mean data of PO was lower than P1 in which
the mean data of PO was 3,3 and P1 was 7,8.

Key words : vaccine, epididymis, Brucella abortus Strain 19

Pendahuluan antibodi karena O-side rantai panjang
Brucellosis adalah penyakit menular (Poester et al., 2006). Respon antibodi yang
pada hewan dan manusia yang disebabkan kuat merupakan alasan dari efektifitas
oleh bakteri Brucella abortus dan hampir vaksin ini, tapi juga menyebabkan masalah
seluruh propinsi di Indonesia sudsh tertular dikarenakan memproduksi antibodi yang
oleh penyakit ini. (Toharmat et al., 2007). dapat membuat positif palsu di uji serologis
Penanggulangan kasus Brucellosis melalui untuk infeksi Brucella (Poester et al.,
program vaksinasi Brucella abortus Strain 2006). Pemberian vaksin pada pejantan da-
19 dan RBS51 (Poester er al., 2006). Vak- pat menimbulakan penurunan fertilitas,
sinasi dengan menggunakan strain 19 pada orchitis dan pembentukan agglutinin yang
sapi bali di Pulau Timor berperan penting bersifat persisten (Subroto, 2003).
dalam mengendalikan Brucellosis di wila- Komponen dinding Brucella pada stra-
yah tersebut (Geong et al., 2000). vaksin ini in halus (smooth) terdiri dari peptidoglikan,
diberikan hanya satu kali, telah mampu protein dan membrane luar yang terdiri dari
memberikan perlindungan sebesar 70% dari lipoprotein dan lipopolisakarida (LPS)
selama masa produksi (Alton, 1978). Vak- (Verstreate ef al., 1982). LPS inilah yang
sin S19 dapat menginduksi sebuah respon menentukan virulensi kuman dan ber-
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tanggung jawab terhadap penghambatan
efek bakterisidal di dalam sel makrofag
(Frenchick et al,,, 1985). dibuktikan bahwa
lipoprotein bakteri juga dapat menda-
tangkan produksi dari IL-10, anti-infla-
matori sitokin, pada monosit manusia dan
monyet (Giambartolomei, et al, 1999).
Faktor virulensi pada vaksin Brucella abor-
tus Strain 19 yang dihilangkan adalah ge-
netik katabolisme dari erythritol untuk
membedakan dengan strain  lainnya
(Sangari. 1994).

Organisme Brucella ovis sering menye-
babkan kerusakan di caudal epididimis,
lebih detailnya lesi berupa edema epidi-
dimis, infiltrasi jaringan peritubular oleh
limfosit dan monosit, infiltrasi neutrofil,
dengan hiperplasia epitel, intraepithelial
lumina, degenerasi hidrofik dan fibrosis
yang progresif di area sekitar epitel (Foster
et al., 2007; Ridler et ai., 2014). Pada studi
Jesse et al, (2015) perubahan di tingkat
hormon reproduksi telah diamati dikedua
mencit jantan dan betina yang diino-
kulasikan dengan Brucella militensis dan
LPS dari Brucella militensis. Studi ini
berhubungan dengan AL-Sa’aidi et al
(2012), Konsentrasi testosteron pada mencit
jantan meningkat 74%, menurunnya kon-
sentrasi estradiol pada mencit betian 33%
pada inokulasi Brucella militensis. ini me-
nunjukan bahwan pemberian secara oral
dari Brucella militensis dan LPS dari Bru-
cella militensis menyebabkan lesi pada
organ reproduksi, kelenjar pituitary, dan
otak sebaik pada perubahan di hormon
reproduksi pada kedua mencit jantan dan
betina (Jesse er al., 2015). Pada hewan
bunting, organisme Brucella bereplikasi di-
plasenta, hanya setelah sel secara akfif
menyekresikan steroid. (Enright e al,
1994).

Materi dan Metode Penelitian

Bahan yang digunakan adalah isolate
whole bakteri Brucella abortus Strain 19
kultur dari Laboratorium Departemen
Mikrobiologi Veteriner, Universitas Air-
langga. Kemudian, pada kelompok perla-
kuan (P1) dilakukan imunisasi pada kelinci
jantan secara subcutaneous sebanyak 0,5
mL ditambahkan CFA 0,5 mL. Setelah
imunisasi dilakukan booster 0,5 mL
sebanyak dua kali setiap dua minggu
dengan ditambahkan IFA 0,5 mL secara

subcutaneous. Pada kelompok kontrol (P0)
dilakukan injeksi secara subcutaneous
dengan NaCl fisiologis 1 mL, kemudian
diinjeksi kembali dengan NaCl fisiologis 1
mL setiap 2 minggu. Kemudian nekropsi
dilakukan 5 minggu setelah booster terak-
hir, sesuai dengan penelitian penelitian
(Sudibyo. 1995) diperoleh hasil bahwa
antibodi yang terbentuk pada sapi yang
divaksinasi dengan B. abortus S19 mulai
terdeteksi pada minggu kedua dan men-
capai puncaknya pada minggu ke-6. Setelah
minggu ke-6, antibodi yang terbentuk oleh
vaksinasi S19 mulai menurun.
Dosis

Dilakukan imunisasi dengan meng-
gunakan isolat whole bakteri Brucella
abortus Strain 19 yang telah dibiakan,
secara subcutaneous sebanyak 0,5 mL de-
ngan dosis 1 x 10° CFU dengan ditam-
bahkan CFA 0,5 mL. Setelah imunisasi
dilakukan booster sebanyak 0,5 mL dengan
dosis 1 x 10° CFU sebanyak dua kali dalam
jangka waktu per dua minggu dengan
ditambahkan IFA 0,5 mL secara sub-
cutaneous. Dosis yang digunakan diambil
berdasarkan penelitian yang telah dilakukan
oleh Seung Bin cha, (2009) yang dimo-
difikasi dari dosis mencit.
Pemeriksaan dan Skoring Histopatologi

Pemeriksaan preparat histopatologi
dila-kukan dengan menggunakan micros-
kop pada pembesaran 100x terhadap 5
lapangan pandang (LP) yang berbeda untuk
setiap sampel/slide. Perubahan-perubahan
yang diamati meliputi : inflamasi pada
tubulus epididimis, terjadinya degenerasi
dan hiperplasi dari epitel tubulus epididimis
dipilih sebagai variable dari aktivitas
inflamasi dan adaptasi yang dihasilkan oleh
imunisasi ekperimental. Variable-variable
tersebut digolongkan 0 - 5 (0, tidak
tampak; 5, sangat tampak) sesuai dengan
yang sebelumnya dideskripsikan oleh Vie-
ler et al., (1993).

Analisis Data

Hasil pengamatan pada penelitian ini
dilakukan secara semi-kuantitatif. Hasil
pengamatan pada penelitian ini dilakukan
secara semi-kuantitatif. Hasil pengamatan
pada penelitian ini secara semikualitatif
berupa skor penilaian tingkat inflamasi, de-
generasi dan hyperplasia. Untuk memban-
dingkan gambaran histopatologi epididimis
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antara kelinci yang telah diimunisasi
dengan kelompok kontrol digunakan uji
Mann Whitney U. Seluruh proses analisis
dikerjakan dengan program SPSS (Statis-
tical Product for Service Solutions) versi
22.0 for Windows.
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Hasil dan Pembahasan

Pengamatan mikroskopis tingkat infla-
masi, degengerasi dan hiperplaisa epidi-
dimis pada seluruh preparat dengan meng-
gunakan model skoring (Vieler et al., 1993)
yang telah dimodifikasi. Hasil skoring yang
diperoleh selanjutnya ditabulasi kemudian
diolah dengan menggunakan program SPSS
22 for windows dan disajikan pada Tabel

Tabel 1. Sistem penilaian perubahan histopatologi epididimis modifikasi model skor Vieler

Skor Inflamasi pada Tubulus Epididimis

Tidak ditemukan sel radang di dalm tubulus epididymis dalam satu lapangan pandang
1%-20% tubulus epididymis ditemukan sel radang dalam satu lapangan pandang.

41%-60% tubulus epididymis ditemukan sel radang dalam satu lapangan pandang

0
I
2 21%-40% tubulus epididymis ditemukan sel radang dalam satu lapangan pandang
3
4

61%-80% tubulus epididymis ditemukan sel radang dalam satu lapangan pandang

5 81%-100% tubulus epididymis ditemukan sel radang dalam satu lapangan pandang.
Skor Degenerasi pada Tubulus Epididimis
0 Epitel tubulus epididymis tidak mengalami degenerasi dalam satu lapangan pandang.

1%-20% degenerasi tubulus epididymis dalam satu lapangan pandang

1

2 21%-40% degenerasi tubulus epididymis dalam satu lapangan pandang

3 41%-60% degenerasi tubulus epididymis dalam satu lapangan pandang

4 61%-80% degenerasi tubulus epididymis dalam satu lapangan pandang

5 81%-100% degenerasi tubulus epididymis dalam satu lapangan pandang.
Skor Hiperplasi pada Epitel Tubulus Epididimis

0 Tidak terjadi hiperplasi pada tubulus epididymis dalam satu lapangan pandang.

1% - 20% tubulus mengalami hiperplasi dalam satu lapangan pandang
21% - 40% tubulus mengalami hiperplasi dalam satu lapangan pandang

61% - 80% tubulus mengalami hiperplasi dalam satu lapangan pandang

1
2
3 41% - 60% tubulus mengalami hiperplasi dalam satu lapangan pandang
4
5

81% - 100% tubulus mengalami hiperplasi dalam satu lapangan pandang.

Tabel 2. Skor tingkat inflamasi, degenerasi dan hiperplasia epididimis

Perlakuan Median
PO 3.350°
P1 7.825°

Keterangan: Superskrip yang berbeda pada kolom yang sama menunjukkan perbedaan yang

nyata (p<0,05).

Berdasarkan hasil analisis statistic menggunakan uji Mann-Whitney U didapatkan nilai p =
0,03 (p<0,05), hal ini menunjukan bahwa terdapat perbedaan yang nyata pada
kelompok perlakuan dan kelompok kontrol
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Gambar 1. Gambaran Histopatologi Tingkat Inflamasi, Degenerasi dan Hiperplasia, pewarnaan
H&E. Perbesaran 100x (a) Perbesaran 400x (b) dengan Mikroskop Olympus® CX-

41 dan Optilab.

Ket : tidak ditemukan sel radang (J ). Terjadi degenerasi dan hyperplasia( | )Tidak terjadi
degenerasi dan hiperplasia ( gpDitemukan infiltrasi sel radang (  )-§-

Hasil penelitian pada (Tabel 2) menun-
jukan bahwa hasil nilai tertinggi pada ting-
kat inflamasi, degeneraasi dan hiperplasia
ialah pada kelompok perlakuan dengan nilai
tengah pada total skor 7,285. Hal ini
membuktikan bahwa imunisasi dengan
isolate vaksin whole bakteri Brucella abor-
tus Strain 19 0,5 mL kemudian ditam-
bahkan dengan adjuvant secara subcu-
taneous menyebabkan perubahan gambaran
histopatologi epididimis kelinci berupa
tingginya tingkat infalamasi, degenerasi dan
hiperplasia.

Pemberian imunisasi dengan isolate
whole bakteri Brucella abortus Strain 19
dapat menyebabkan inflamasi, degenerasi
dan hiperplasia melalui mekanisme pem-
bentukan ROS (Reactive Oxygen Species),
pada proses inflamasi terjadi karena adanya
aktivitas kemotaktik dari neutrophil yang

dapat menyebabkan pelepasan sitokin pro-
inflamasi. ROS didalam tubuh maka akan
menyerang komponen lipid tubuh yang
menghasilkan beberapa produk, seperti 4-
hydroxynonenal (HNE). HNE mempunyai
aktivitas kemotaktik terhadap neutrophil
(Hairrudin dkk. 2012). Hal tersebut diper-
jelas Eroschenko. (2003) dan Angulo
(2005) bahwa ROS mampu menginduksi
terbentuknya sitokin pro-inflamasi memicu
terjadinya inflamasi. Selain itu, inflamasi
yang terjadi juga dapat disebabkan karena
lipoprotein dari whole bakteri Brucella
abortus Strain 19. Ditambahkan juga, telah
dibuktikan bahwa lipoprotein bakteri juga
dapat mendatangkan produksi dari IL-10,
anti-inflamatori sitokin, pada monosit man-
usia dan monyet (Giambartolomei, et al.,
1999). Reaksi inflamasi juga dapat disebab-
kan karena replikasi dari Brucella sp. pada



sel-sel epitel menyebabkan pelepasan sito-
kin inflamasi (Baldi et al., 2013).

Terjadinya degenerasi pada kelompok
perlakuan karena adanya peningkatan level
ROS, kemudian menyebabkan stress oksi-
datif, sehingga menyebabkan kerusakan
pada DNA secara langsung dan menye-
babkan permeabilitas membran meningkat.
Menurut Malnick et al., (2003) dan Angulo
(2005) bila DNA yang dirusak sangat
banyak maka akan terjadi aktivitas yang
sangat tinggi dari enzim DNA repair
system. Enzim tersebut menggunakan
NAD" untuk memperbaiki DNA, aktivitas
yang sangat tinggi dari enzim ini dapat
menguras cadangan dari NAD" yang juga
dibutuhkan untuk proses pembentukan ATP
sehingga terganggu atau terhenti. Akibatnya
terjadi penurunan aktivitas seperti penu-
runan transport aktif, peningkatan perme-
abilitas membran plasma terhadap natrium
dengan merusak pompa natrium-kalium
ATPase di membran atau mengganggu
sintesis ATP, sehingga pompa tersebut ti-
dak memperoleh bahan bakar yang dapat
menyebabkan molekul air dari ekstrasel
dapat dengan mudah masuk ke dalam sel
secara berlebihan (Kumar et al., 2009).

Selain mekanisme ROS yang dapat
menyebabkan hiperplasia (Halliwell et al.,
1998), mekanisme lain yang terjadi pada
tubulus epididimis adalah peningkatan
hormon testosteron. dikarenakan adanya
lesi pada otak dan kelenjar pituitary yang
mungkin menyebabkan perubahan signi-
fikan pada sumbu hipotalamus-kelenjar
pituitary-organ reproduksi, dimungkinkan
karena hipotalamus meyekresikan GnRH
(gonadotropin  stimulating ~ hormone)
kemudian merangsang kelenjar hipofisa
anterior untuk memproduksi ICSH (inter-
stitial cell stimulating hormone) dan men-
stimulasi sel leydig, sel sertoli untuk me-
ningkatkan steroidogenesis (Jesse et al.,
2015). Selain itu, penghambatan enzime
aromatase juga dapat meningkatkan
hormon testosteron karena replikasi dari
Brucella tersebut pada retikulum endo-
plasma. sedangkan Enzim aromatase ter-
letak pada retikulum endoplasma berbagai
sel, terutama sel granulosa ovarium, pla-
senta, sel sertoli, sel leydig, jaringan lemak
dan berbagai bagian dari otak seperti
hipotalamus, amygdale dan hippocampus
(Deladoey et al.,1999).
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Kesimppulan dan Saran
Kesimpulan

Diperoleh kesimpulan bahwa pembe-
rian imunisasi dengan whole bakteri Bru-
cella abortus Strain 19 menyebabkan
perubahan kearah tingginya tingkat in-
flamasi, degenerasi dan hiperplasia dari
gambaran histopatologi epididimis kelinci
(Oryctologus cuniculus) setelah dilakukan
imunisasi.
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