Jurnal Perikanan Universitas Gadjah Mada 18 (2): 61-66 ISSN: 0853-6384 elSSN: 2502-5066

Produksi dan Aplikasi Vaksin DNA Streptococcus iniae
untuk Meningkatkan Imunitas Nila (Oreochromis niloticus)

Production and Application of Streptococcus iniae DNA Vaccine
to Increase Immunity of Nile Tilapia (Oreochromis niloticus)

Sutanti*, Novi Megawati, Sugiyo H. Pranoto & Ratu Siti Aliah

LAPTIAB BPPT Gd 612 Puspiptek Serpong Tangerang
JI. MH. Thamrin No. 8, Serpong 15314
‘Penulis untuk korespondensi, e-mail: tan_ti_new@yahoo.com

Abstrak

Vaksin DNA Streptococcus iniae adalah vaksin generasi ketiga yang mengandung gen penyandi antigen vaksin.
Pgm adalah protein DNA-binding yang mengaktifkan ekspresi gen virulensi, termasuk polisakarida kapsul protein.
Konstruksi gen pgm yang dikendalikan oleh promoter MBA telah berhasil dibuat dan merupakan kandidat vaksin
DNA untuk mengendalikan infeksi S. iniae pada ikan nila. Tujuan dari penelitian ini adalah untuk produksi dan
aplikasi vaksin DNA S. iniae untuk meningkatkan imunitas ikan nila. Produksi vaksin dilakukan dengan metode
isolasi plasmid dari bakteri Escherichia coli dH5a yang membawa konstruksi pMBA-pgm. Verifikasi vaksin
DNA dilakukan dengan metode PCR menggunakan primer Fstrep dan Rstrep dengan ukuran target 1713
bp. Aplikasi vaksin DNA dilakukan pada dosis 25, 50,75, dan 100 ng/ml melalui metode suntik intraperitonial
dan uji tantang menggunakan bakteri S. iniae dengan kepadatan 108 cfu/ml. Parameter yang diamati adalah
persentase kelulushidupan (Survival rate/ SR), persentase RPS (Relative Percentage Survival), MTD (Mean
Time To Death), keberadaan gen pgm, dan histologi organ hati, mata, otak, limpa dan ginjal. Produksi vaksin
berhasil dilakukan menggunakan metode isolasi plasmid dan mengandung gen pgm dengan ukuran 1713
bp. Aplikasi vaksin DNA S. iniae menunjukkan bahwa dosis vaksin optimal adalah 50 ng/ml dengan nilai SR
96,667 %; nilai RPS 88,461% dan MTD 4,6 hari. Histologi ikan nila yang terinfeksi S. iniae menunjukkan mata
ikan nila mengalami opacity dan exopthalmia serta jaringan organ (hati, limpa dan ginjal) mengalami necrosis.
Vaksin DNA telah berhasil diproduksi menggunakan metode isolasi plasmid dan telah diaplikasikan pada ikan
nila dengan dosis optimum 50 ng/ml.

Kata kunci: Gen pgm, Oreochromis niloticus, Streptococcus iniae, vaksin DNA

Abstract

DNA vaccine Streptococcus iniae is a third generation of vaccines based on the gene encoding a vaccine
antigen. Phosphoglucomutase (pgm) is a DNA-binding protein that activates expression of several important
virulence genes, including those encoding polysaccharide capsule. The pgm gene controlled by MBA (medaka
beta actin) promoter has been constructed successfully as a candidate for DNA vaccine against S. iniae infection
in Nile tilapia. The goals of this study were to product and apply of S. iniae DNA vaccine to increase the nile
tilapia immunity. Vaccine production was conducted using plasmid isolation method from Escherichia coli dH5a
containing pMBA-pgm. Vaccine verification was was accomplished by PCR using pgm gene S. iniae Fstrep
and Rstrep specific primers. Application of DNA vaccine was using 25, 50, 75, and 100 ng/ml dosage with
intraperitonial injection method. The challenge test after 1 month of vaccination was using 108 cfu/ml density
of S. iniae with intraperitonial injection method. Observation test parameter was survival rate, relative percent
survival, mean time to death, the existence of pgm gene, and organ histology of eyes. Vaccine production was
succeed using plasmid isolation method and containing pgm gene revealed 1713 bp. the application of DNA
vaccine was optimum at 50 ng/ml dosage with SR value 96.667%, RPS value 88,461% and MTD value 4,6
days. The eyes show opacity and exophthalmia. The DNA vaccine was optimum at 50 ng/ul dosage.

Keywords: Pgm gene, Oreochromis niloticus, Streptococcus iniae, DNA vaccine

Pengantar antibodi dalam mencegah penyakit infeksi. Namun
demikian vaksin konvensional tidak mampu
merangsang respon imun selular. Vaksin DNA selain
dapat merangsang respon imun humoral melalui

Vaksin DNA memiliki beberapa keuntungan
dibandingkan vaksin konvensional. Pada umumnya
vaksin konvensional tergantung pada terbentuknya
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pembentukan antibodi, juga dapat merangsang imun
selular melalui aktivasi sel T (cell-mediated respone
immune) sehingga dapat memberikan kekebalan
terhadap mikroba patogen intraselular. Vaksin DNA
dalam jumlah yang besar dapat diproduksi dalam
waktu singkat (Radji, 2009). Menurut Isbagio (2005),
vaksin DNA mempunyai keunggulan dibanding vaksin
konvensional yaitu dapat merangsang respon imun
humoral dan selular (cell mediated) melalui inokulasi
DNA yang mengandung sekuen plasmid DNA yang
bersifat imunogenik.

Vaksin DNA dikonstruksi melalui kloning gen yang
mengkode bagian protein atau sub bagian dari
organel organisme. Informasi mengenai gen yang
berperan dalam proses virulensi bakteri sangat
dibutuhkan untuk mendapatkan produk vaksin DNA
yang efektif dan bersifat imunogenik. Potongan
molekul DNA plasmid rekombinan sebagai vaksin
DNA, terdiri atas basa-basa nitrogen. Basa-basa
nitrogen tersebut membentuk kodon yang menyandi
informasi, yang selanjutnya disebut gen. Keamanan
dan fungsi mendasar dari pembuatan vaksin DNA
adalah gen penyandi antigen harus terekspresi,
mampu menimbulkan respon antibodi dan mampu
melawan jasad tantangan (Donelly et al., 2000).

Salah satu potensi pengembangan vaksin DNA
bakteri pada bidang perikanan yang dapat diproduksi
melalui teknologi DNA rekombinan adalah vaksin DNA
golongan Streptococcus. Penyakit streptococcosis
merupakan penyakit berspektrum luas karena dapat
menyerang ikan air tawar seperti ikan nila dan gurame
maupun pada ikan air laut seperti ikan kakap serta
ikan kerapu. Bakteri ini termasuk kelompok HPIK
(Hama Penyakit lkan Karantina). Menurut Austin &
Austin (1999), S. iniae bersifat zoonosis (patogen
terhadap manusia) yaitu menyebabkan selulitis. Pola
penyerangan bakteri ini terutama pada ikan ukuran
dewasa yang siap panen sehingga menimbulkan
kerugian yang besar. S. iniae merupakan bakteri
patogen pada lebih dari 30 spesies ikan air tawar
dan air laut seperti tilapia, yellowtail (Locke et al.,
2006?), trout (Locke et al., 2006°) dan kakap. Menurut
Locke et al. (2006°), S. iniae menyebabkan penyakit
streptococciasis dan meningoencephalis yang fatal
sedangkan menurut Eyngor et al. (2008), bakteri ini
merupakan golongan bakteri penyebab meningitis.

Sekuen lengkap genom untuk bakteri S. iniae sudah
berhasil ditemukan sehingga identifikasi gen yang
berperan dalam virulensi bakteri lebih mudah untuk
diidentifikasi. Gen phosphoglucomutase (pgm)
merupakan gen virulen yang berperan dalam produksi
polisakarida kapsul dengan pembentukan enzim yang
mengkonversi glucose-6-phosphate dan glucose-
6-phosphate (Buchanan et al., 2005). Konstruksi
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vaksin DNA streptococcus telah berhasil dibuat dan
diproduksi skala kecil. Penelitian ini bertujuan untuk
produksi dan aplikasi vaksin DNA S. iniae untuk
meningkatkan imunitas ikan nila.

Bahan dan Metode

Bahan

Bahan-bahan penelitian yang digunakan yaknii
Lisozim (Fermentas), proteinase-k [Fermentas],
sodium asetat 3M, etanol absolut [Merck], TE buffer,
RNAse [Fermentas], primer [1%t Base], primer Fstrep
(5" ACA GAA AAT TAT CAAAAATGG CTTA 3’) dan
Rstrep (5 ACAAAAGTG TTGATTTCAGCTTCA3ZJ)).,,
2 mM [Fermentas], 10x Dream taq buffer [Fermentas],
Dream taq [Fermentas], bubuk agarosa [Fermetas],
1x TBE [Fermentas], 6x loading dye [Fermentas],
marka DNA 1 kb [Fermentas], marka DNA 50 pb
[Fermentas], ethidium bromida [Merck], konstruksi
pMBA-PGM)], tryptone [Bio Basic Inc.], yeast extract
[Bio Basic Inc.], NaCl [Merck]. Sedangkan Alat-alat
penelitian terdiri dari mesin PCR (ESCO Swift-
maxi), timbangan digital (Kern-ew), microwave oven
(Panasonic), aparatus elektroforesis (Mupid Ex-U),
UV-Transilluminator, Hoefer’'s Photo Man, kamera
digital (Canon Power Shot S51S), komputer, hot plate
with magnetic stirrer (Cimarec-2), magnetic stirrer,
autoklaf sterilisasi (ALP KT-40), autoklaf destruksi
(Hirayama HVE-50), freezer 4°C (Sanyo SMR-120F),
Laminar Flow Cabinet (ESCO), inkubator shaker
(YihDer LM-450D), freezer -41°C (Haier), inkubator
water bath (Pharmacia IKB-MultiTemp 1), mesin nano
drop spectrophotometer (ND-1000).

Metode

Produksi vaksin (Isolasi Plasmid pMBA-PGM)

Isolasi plasmid dilakukan menggunakan plasmid mini
extraction kit (GeneAid) dengan tahapan sebagai
berikut: Kultur bakteri pada media LB umur 16 - 18 jam
sebanyak 1,5 mL disentrifugasi pada 12.000 rpm, 4
°C, 2 menit. Sebanyak 250 uL buffer RP ditambahkan
pada pelet bakteri kemudian dihomogenkan. Buffer
LN sebanyak 250 pL ditambahkan dan tabung mikro
dibolak-balik 3 - 4x. Buffer NP sebanyak 350 pL
ditambahkan dan tabung mikro dibolak-balik 3 - 4x
kembali. Kemudian dilakukan sentrifugasi 13.000 rpm,
4 °C, 10 menit. Supernatan difiltrasi menggunakan
binding column, dilakukan pencucian menggunakan
500 yL DP buffer dan sentrifugasi 13.000 rpm, 4
°C, 1 menit. Penambahan 700 pL buffer WP ke
dalam kolom, sentrifugasi dan supernatan dibuang.
Sentrifugasi kembali untuk menghilangkan sisa buffer
WP dan kolom dipindahkan ke tabung mikro yang
baru. Sebanyak 50 pL buffer EP ditambahkan untuk
mengelusi plasmid DNA. Plasmid DNA divisualisasi
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menggunakan agarose gel 0,8%. Konsentrasi DNA
diukur menggunakan mesin Nanodrop. Hasil isolasi
plasmid kemudian diverifikasi dengan metode
PCR. Metode PCR (Polimerase Chain Reaction)
menggunakan primer spesifik Fstrep untuk primer
forward dan Rstrep untuk primer reverse dengan
target berukuran 1713 bp. Komposisi PCR adalah
1uL DNA genom bakteri, 1x buffer taq, 2mM dNTP
mix, 20 pmol primer forward, 20 pmol primer reverse,
2U enzim dream taq polimerase (Fermentas), dan
ddH,O dengan volume reaksi 10 pl. PCR dilakukan
pada kondisi pra PCR 95 °C 5 menit, denaturasi 95 °C
30 detik, penempelan primer pada 42,5 °C, 30 detik
dan pemanjangan 72 °C, 1 menit, dengan 30 siklus,
dan pasca PCR pada 72 °C 5 menit, diikuti dengan
15 °C selama 10 menit.

Aplikasi Vaksin DNA pada ikan Nila

Penelitian ini menggunakan metode eksperimen
dengan Rancangan Acak Lengkap (CRD = Completely
Randomized Design) yang terdiri dari 4 perlakuan
dengan 3 ulangan pada masing-masing metode
vaksinasi meliputi:

Metode Vaksinasi melalui injeksi

Perlakuan 1 : Kontrol (K), tidak divaksin

Perlakuan 2 : Vaksinasi dengan melalui injeksi dosis
vaksin DNA 25 ng/ul

Perlakuan 3 : Vaksinasi dengan melalui injeksi dosis
vaksin DNA 50 ng/ul

Perlakuan 4 : Vaksinasi dengan metode injeksi dosis
vaksin DNA 75 ng/ul

Perlakuan 5 : Vaksinasi dengan metode injeksi dosis
vaksin DNA 100 ng/pl

Ikan nila yang digunakan berukuran 7 - 8 cm dengan
jumlah 100 ekor per bak. Vaksinasi diinjeksikan
sebanyak 100 ul setiap ikan. Vaksinasi hanya dilakukan
1x tanpa booster. Penentuan dosis didasarkan pada
Yasuike et al. (2010) yang menggunakan dosis
1-10 pg plasmid vaksin DNA. Kepadatan bakteri
yang digunakan adalah 10® cfu/ml. Uji Tantang
dilakukan dengan menginfeksikan S. iniae terhadap
ikan nila yang telah divaksin. Infeksi ini dilakukan 1
bulan setelah vaksinasi dosis 0,1 ml /ikan secara
intraperitoneal. Gejala penyakit eksternal yang timbul
pada ikan nila diamati dan jumlah ikan yang mati pada
akhir pengamatan dicatat, selanjutnya menghitung
nilai SR, dan RPS.

Laju sintasan atau SR (Survival Rate), dihitung
berdasarkan rumus:

_ Nt

= m)’( J_OO%

SR

Keterangan :

Nt :jumlah ikan hidup pada akhir penelitian
No :jumlah ikan pada awal penelitian
Tingkat Perlindungan Relatif (Relatif Percent Survival

% kematian ikan yang divaksin
% kemalian ikan yang tidak divaksin

RPS:(I— )XIOO%

= RPS)

Histologi organ mata ikan nila

Sampel yang digunakan untuk pembuatan preparat
histologi adalah sampel mata ikan nila yang
menunjukkan gejala exopthalmia. Sampel mata
difiksasi dalam larutan formalin 10% selama 24 jam,
setelah itu dilakukan dehidrasi dengan memasukkan
sampel ke dalam larutan alkohol berseri mulai dari
70%, 80%, 90% dan alcohol absolute masing-masing
selama 1 jam. Sampel dimasukkan ke dalam alcohol-
xylol (1:1) selama 1 jam dan dimasukkan ke dalam
xylol murni 1, 2, 3 selama 1 jam. Infiltrasi paraffin
dilakukan dengan memasukkan sampel ke campuran
xylol-parafin (1:1) selama 1 jam dan dimasukkan
ke paraffin 1, 2, 3 murni selama 1 jam. Proses
infiltrasi dilakukan dalam oven dengan suhu 60 °C.
Sampel ditanam pada blok paraffin dan dibiarkan
hingga membeku. Sampel dipotong menggunakan
mikrotom setebal 5 um. pita paraffin hasil potongan
diletakkan dalam water bath dengan suhu 45 °C dan
ditempelkan pada kaca preparat yang telah diolesi
putih telur sebagai perekat. Sampel tersebut agar
dapat diwarnai dengan zat warna yang larut dalam
air, maka dilakukan proses hidrasi. Gelas objek yang
berisi jaringan kemudian dimasukkan berturut-turut
ke dalam petroleum benzene, xylene, alkohol 100%
(1), alkohol 100% ( 2), alkohol 95%, alkohol 85%,
alkohol 70% , alkohol 60% masing-masing selama
3 menit dan dicuci dengan akuades. Pewarnaan
menggunakan Haematoxylin selama 10 - 30 menit
dan dicuci dengan air kran mengalir pelan selama
5 - 20 menit serta bilas dengan akuades. Kemudian
pewarnaan dengan Eosin selama 3 - 5 menit dan
cuci dengan akuades. Sesudah dicuci, kembali
dilakukan dehidrasi agar selanjutnya dapat direkatkan
dengan gelas penutup dan zat perekat (mounting
medium), dengan cara memasukkan gelas objek
dan jaringannya ke dalam alkohol 70%, alkohol 80%,
dan alkohol 95% masing-masing selama 5 detik.
Kemudian dimasukkan ke dalam etanol, larutan
creosote-xylene (1:1) dan xylene masing-masing
selama 3 menit. Preparat dan jaringan di atasnya
ditetesi dengan canada balsam atau entellan dan
langsung ditutup dengan gelas penutup dan biarkan
hingga kering. Preparat jaringan dapat diamati di
bawah mikroskop.
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Hasil dan Pembahasan

Kandidat vaksin DNA S. iniae yang berupa koloni
yang mengandung plasmid berjumlah 3 koloni.
Masing-masing plasmid dari 3 koloni tersebut telah
berhasil dilakukan pengukuran konsentrasi sebesar
121.2 - 199.6 ng/ul dan memiliki kemurnian yang
baik dengan kisaran perbandingan A260/280 adalah
1.945 - 2.044. Kemurnian DNA yang baik berkisar
antara 1.8 - 2.00 (Sambrook et al., 1999). Gen virulen
pada konstruksi vaksin DNA telah diisolasi dari gen
virulen S. iniae. Bakteri tersebut merupakan bakteri
lokal yang diisolasi dari organ otak ikan nila sakit di
lingkungan budidaya ikan nila Jawa Barat. Vektor
pMBA memiliki promoter beta actin ikan medaka
(Oryzae latives), promoter ini telah berhasil digunakan
untuk proses transgenik pada ikan transgenik
medaka, rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) dan
ikan nila (O. niloticus). Promoter B-actin medaka
dapat terekspresi di berbagai jaringan termasuk otot
(Kobayashi et al., 2007). Vektor yang digunakan
sebagai pembawa gen pgm telah berhasil digunakan
sebagai vektor pembawa gen glikoprotein 25 pada
vaksin DNA untuk penyakit KHV (Koi Herpes Virus)
(Nuryati et al., 2010).

Salah satu tahapan dalam produksi vaksin DNA
adalah verifikasi plasmid. Tahapan ini bertujuan untuk
mendeteksi apakah plasmid yang diisolasi membawa
gen pgm S. iniae. Tiga sampel plasmid berhasil
diamplifikasi menggunakan primer tersebut. Hasil
amplifikasi kemudian divisualisasi menggunakan
gel agarose konsentrasi 0,8% dan diintepretasi
menggunakan gel documentation (Gambar 1).
Produksi vaksin DNA Streptococcus dilakukan setelah
konstruksi vaksin DNA terverifikasi. Produksi vaksin
skala 1000 ml menggunakan metode lysis by alkali

3000 bp —pe

1500 bp
1000 bp —p

41713 bp

Gambar 1. Hasil amplifikasi sampel plasmid,
visualisasi menggunakan gel agarose
konsentrasi 0,8% dan intepretasi
menggunakan gel documentation.
Keterangan: 1kb=marka DNA ladder;
1,2, dan 3 = hasil PCR sampel plasmid.
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(Sambrook et al., 1999). Isolat vaksin dikultur pada
media SOB 1000 ml dan ditambahkan antibiotik
kanamisin konsentrasi 20 mg/ml. Produksi vaksin
pada media kultur 1000 ml akan menghasilkan rata-
rata konsentrasi plasmid 7500 ng/ul dengan purifikasi
1.8 - 2.0 pada absorbansi A260/A280. Menurut
Goodwin et al. (2007) nilai kemurnian genom lebih
besar dari 2.0 menunjukkan adanya kontaminasi
RNA, sedangkan nilai lebih kecil dari 1.8 menunjukkan
adanya kontaminasi protein.

Uji tantang dilakukan dengan menginfeksikan S.
iniae ke ikan yang telah divaksin. Dosis bakteri
tersebut adalah 1.108 cfu/ikan dengan volume 0,1
ml. Hasil pengamatan SR (Survival Rate) yaitu
tingkat kelulushidupan ikan nila yang telah divaksin
menggunakan dosis 25, 50, 75, dan 100 ng/ul dan
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Gambar 2. Persentase survival rate pada ikan nila.
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Gambar 3. Nilai RPS (Relative Percentase Survival).

Pengamatan terhadap kecepatan kematian ikan
setelah dilakukan infeksi bakteri S. iniae dilakukan
setiap hari hingga terpenuhi LD50. Nilai rata-rata
waktu kematian atau MTD (Mean Time to Death)
diperoleh waktu kematian tercepat terjadi pada ikan
nila yang divaksin dengan dosis 50 ng/ml dengan
waktu rerata kematian 4,6 hari. Sedangkan kematian
perlakuan lain dan kontrol antara 7,6 hingga 8 hari.
Gejala klinis infeksi S. iniae adalah kehilangan
keseimbangan, letargik, ulcer, exopthamia dan
berenang memutar. Hasil histologi organ mata ikan
nila sehat dan ikan nila yang terinfeksi S. iniae dapat
dilihat pada Gambar 4. Berdasarkan Gambar 4, mata
ikan nila yang terinfeksi bakteri menunjukkan kelainan
fungsi sel yang ditandai dengan perubahan bentuk.
Mata mengalami pembesaran volume organ atau
jaringan akibat pembesaran komponen sel. Menurut
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d.

b.

Gambar 4. Histopatologi organ mata ikan nila; a. mata ikan nila normal, b. mata ikan yang mengalamai

exopthalmia karena infeksi S. iniae.

Keterangan: H: kerusakan jaringan hyperplasia.

Hardi (2011), reaksi dari sel, jaringan atau organ
terhadap agen perusak dapat berbentuk adaptasi,
penyesuaian terhadap rangsangan fisiologik atau
patologik tertentu, seperti adanya reaksi berupa
hipertropi (peningkatan volume organ atau jaringan
akibat pembesaran komponen sel), hyperplasia
(peningkatan abnormal jumlah sel dalam suatu organ
atau jaringan), hiperemi, dan atropi.

Beberapa penelitian tentang vaksin DNA yang
telah dilakukan adalah Corbeil et al. (2000) yang
menggunakan vaksin plasmid DNAipIHNw-G dengan
dosis rendah sebesar 1-10 ng per ikan mampu
memberikan perlindungan pada benih ikan rainbow
trout terhadap iIHNV WRAC strain heterolog. Pada
penelitian ini dosis optimum aplikasi vaksin DNA S.
iniae adalah 50 ng/ml. Hasil penelitian menunjukkan
bahwa ikan tilapia yang diberi vaksin konvensional
anti S. iniae mencapai tingkat kelangsungan hidup
sebesar 86,5% sedangkan ikan yang tidak divaksinasi
hanya 32% (Clark et al,. 2002).

Vaksin DNA yaitu vaksin yang dibuat dari DNA (gen)
yang menyandi protein imunogenik dari suatu patogen
di kloning ke dalam plasmid dan plasmid ini kemudian
disuntikkan ke ikan. Gen akan terekspresi secara
extrachromosomal (di luar kromosom ikan) untuk
memproduksi protein imunogenik yang merangsang
sistem kekebalan ikan dan melindungi ikan dari
serangan penyakit. Beberapa contoh aplikasinya
adalah plasmid yang mengandung gen penyandi
glikoprotein dan nukleocapsid protein terbukti dapat
melindungi ikan dari serangan virus infectious
hematopoietic necrosis (IHN), viral haemoragic
septicemia (VHS), dan koi herpes virus (KHV)
(Tonheim et al., 2008). Vaksin DNA memiliki beberapa

keunggulan diantaranya proses produksi yang relatif
murah, kemudahan penyimpanan karena plasmid
DNA memiliki stabilitas kimia yang tinggi, modifikasi
yang cepat dari vaksin DNA untuk melawan patogen
mutan, tidak membutuhkan boosting (vaksinasi ulang)
dan efektif dalam memacu sistem imun humoral dan
cell mediated immunity serta aman digunakan bagi
ikan (Zheng et al., 2006)

Kesimpulan

Produksi Vaksin DNA S. iniae telah berhasil
dilakukan dari konstruksi pMBA-pgm dengan rata-
rata konsentrasi plasmid 7500 ng/ul. Dosis optimum
aplikasi vaksin adalah 50 ng/pl per 100 pl atau setara
5 pg dengan metode injeksi intraperitonial.

Saran

Perlu dilakukan aplikasi vaksin DNA pada skala
lapang.
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