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ABSTRACT

Vaccination is the one method to control disease of Motile
Aeromonas Septicemia on African catfish (Clarias gariepinus). The aim of
this research was to determine the effect of booster intervals using
Aeromonas hydrophila debris on immune response of African catfish.

The research was constructed as CRD, c.i. 95 %. Firstly, thirty five
catfish were reinfected and reisolated (three times) with A. hydrophila.
The virulent A. hydrophila was broken by sonication into debris. Thirty
catfish were divided into six treated groups, i.e.(1) control [Ki};
(2) placebo control [Kz] with debris vaccination; (3) without bosster [P1];
(4) once booster [P]; (5) twice boosters [Ps3]; (6) three times boosters
[P4]. Booster interval was once a week. Data were taken for ten weeks.
The parameter assessed was antibody titer were analyzed by ANOVA
and Duncan’s Multiple Range Test.

The research showed that the highest antibody titer was reached
on the 2nd — 3 «d week, and significan differences among all treatments
and controls. The vaccination could increase the adaptive response
immunity through the increase of antibody titer. Debris vaccine with
three times boosters [P;] was the most effective vaccination.
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PENGANTAR

Penanggulangan penyakit Motile Aeromonas Septicenmia (MAS)
yang disebabkan oleh Aeromonas hydrophila pada saat ini masih
tertumpu pada penggunaan obat-obat dan antibiotik. Penggunaan
antibiotik  yang secara terus menerus akan menimbulkan residu
dalam daging ikan (Sunaryo et al., 1982), pencemaran lingkungan dan
dapat membunuh organisme bukan sasaran (Wu, 1981). Beberapa cara
lain yang lebih aman untuk pencegahan penyakit adalah dengan
sanitasi lingkungan (Roberts, 1993; Kokarkin & Sumartono, 1990),
meningkatkan nutrisi yang diberikan maupun dengan vaksinasi
(Nitimulyo dan Triyanto, 1990). Vaksinasi untuk mencegah penyakit
MAS menurut Plumb (1984) mempunyai prospek yang baik,
meskipun masih terdapat masalah aplikasi di lapangan (Pasaribu
dkk., 1990), jenis dan kualitas vaksin, cara vaksinasi, konsentrasi
bakteri, lama waktu vaksinasi (Taufik, 1982) dan heterogenitas
antigenik (Nitimulyo dkk., 1997).

Berdasarkan hasil penelitian menunjukkan bahwa waktu
pembentukan antibodi pada ikan sangat bervariasi, penelitian
Nitimulyo dkk., (1990), Isabel and Pauley (1983) dan Pyle and Dawe
(1985) menyatakan bahwa puncak titer antibodi dicapai pada minggu
kedua dan ketiga setelah vaksinasi. Namun demikian antibodi tetap
terdeteksi selama 6 minggu berturut-turut. Sedangkan Burrel et al.,
(2001) mendapatkan titer antibodi yang tertinggi dicapai pada minggu
kelima. Penelitian dengan injeksi sheep red blood cells (SRBC) dan horse
red blood cells (HRBC) dalam interval waktu satu bulan pada ikan
karper didapatkan titer antibodi paling tinggi pada hari ke-17.

Hasil vaksinasi sangat dipengaruhi oleh booster dan sampai
sekarang belum diketahui booster yang paling tepat untuk
mendapatkan antibodi yang tinggi dan lama waktu, sehingga dapat
melindungi ikan selama masa pemeliharaan (3 bulan). Bakteri A.
hydrophila  tersusun oleh komponen-komponen yang bersifat
immunogenik, terutama protein membran sel dan lipopolisakarida
yang dapat dikenali oleh makrofag.

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh booster
(1-3 kali) vaksin debris sel A. hydrophila dengan interval waktu satu
minggu terhadap pembentukan titer antibodi pada lele dumbo (Clarias
gariepinus).

B Frevg

METODE PENELITIAN
Peningkatan virulensi bakteri A. hydrophila

Bakteri A. hydrophila sebelum digunakan untuk pembuatan
vaksin, ditingkatkan virulensinya terlebih dahulu melalui metode
reinfeksi. Reinfeksi dilakukan dengan cara suntikan intramuskular
pada lele dumbo (8-10 g/ekor) dan dilakukan sebanyak tiga kali.
Sebanyak 0,1 ml suspensi bakteri A. hydrophila hasil kultur pada media
TSB (Trypticase Soya Broth) diinjeksikan pada lele dumbo dan
selanjutnya diamati gejala yang timbul. Lele dumbo yang
menunjukkan gejala penyakit MAS selanjutnya dilakukan isolasi
bakteri A. hydrophila pada media GSP agar. Hasil isolasi yang
merupakan bakteri A. hydrophila selanjutnya digunakan wuntuk
reinfeksi kedua dan seterusnya. Bakteri A. hydrophila yang sudah
ditingkatkan virulensinya disimpan atau dikultur dalam media yang
sesuai untuk pembuatan vaksin.

Preparasi antigen debris sel A. hydrophila

Bakteri A. hydrophila yang virulen hasil kultur pada media
padat, dicuci dengan PBS (Phosphate Buffer Saline) pH 7,4 denga_n cara
sentrifugasi 3000 rpm selama 15 menit. Selanjutnya sel bakteri yang
telah dicuci dilarutkan ke dalam PBS pH 7,4 sebanyak 4 ml dan
disentrifus pada kecepatan 5000 rpm selama 15 menit. Kemudian sel
bakteri tersebut dipecah dengan sonikasi selama 60 detik sebanyak
empat kali. Debris dipisahkan dari sitoplasma dengan menggu.nalfan
sentrifugasi pada kecepatan 10.000 rpm selama 15 menit Selanmtnya
konsentrasi protein diukur dengan menggunakan metode Bzo-re:’d
Protein Assay sesuai dengan prosedure yang dikeluarkan oleh pabrik
dengan standart protein BSA (Bovine Serum Albumin). '

Vaksinasi lel dumbo (C. gariepinus) dengan debris sel A. hydrophila

Vaksinasi lele dumbo dilakukan secara intramuskular dengan
dosis 5 pg/ekor. Tiga puluh ekor lele dumbo (100g/ekor) dibagi
dalam enam kelompok perlakuan yaitu (1) kontrol [Ki]; (2) kontrol
disuntik PBS steril [K>]; (3) vaksin dengan debris tanpa booster [P1]; (4)
booster 1 kali [P2]; (5) booster 2 kali [Ps]; (6) booster 3 kali [Ps]. Ikan yang
divaksin selanjutnya dipelihara dalam bak volume 144 liter dap
selama penelitian ikan uji diberi pakan pelet dengan kadar p.rotel'n
sebanyak 30% secara ad libitum pada pagi dan sore hari. Air



pemeliharaan dilakukan pergantian setiap 2 hari sekali dengan cara
memberi aliran air dengan debit 1,5 liter/ menit selama 96 menit.

Pengamatan

Dalam penelitian ini data yang dikumpulkan meliputi titer
antibodi lele dumbo dan kualitas air yang meliputi oksigen terlarut
(DO) metode Winkler, karbondiksida (CO.) bebas metode Winkler, pH
dan suhu air dengan termometer yang dilakukan setiap minggu
selama 10 minggu.

Pengambilan darah (0,2 ml/ekor) dilakukan dengan spuit
dan jarum ukuran 2,5 ml pada vena caudalis. Selanjutnya darah
disimpan dalam refrigerator semalam dan hari berikutnya disentrifus
pada kecepatan 3.000 rpm selama 10 menit untuk memisahkan
antiserum dengan sel darah. Antiserum yang dihasilkan selanjutnya
digunakan untuk uji titer antibodi dengan menggunakan metode
mikrotiter.

Data hasil penelitian (titer antibodi) dianalisis varian dan
“Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) dengan tingkat kepercayaan
95%. Disamping itu data titer antibodi juga dilakukan analisis
polinomial untuk melihat kecenderungan (trends). Sedang data
kualitas air dilakukan secara deskriptif.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Berdasarkan analisis polinomial (Gambar 1.) tampak bahwa
setelah pemberian vaksin debris A. hydrophila pada semua perlakuan
(kecuali kontrol K,) titer antibodinya cenderung meningkat dan mulai
terjadi penurunan pada minggu 4-10. Peningkatan titer antibodi
paling tinggi terjadi pada minggu kedua kecuali pada P; justru terjadi
penurunan (Tabel 1.). Perbedaan ini terjadi karena pada P; tidak
dilakukan booster.

Tabel 1. Pengaruh vaksin debris A. hydrophila terhadap titer antibodi lele
dumbo (C. gariepinus)

Sebelum  Rerata Rerata Perubahan

No Perlakuan divaksin minggu minggu minggu

1-5 6-10 1-10

1 K1 Kontrol 2 21072 2073 2034

2 K2 Kontrol disuntik PBS steril 21 21.67a 2133ab 2034

3 Pl Vaksin debris A. hydrophila 22 23,600 21.870c 247
tanpa booster

4 P2 Vaksin debris A. hydrophila 20 2533 22.47cd 2-286
booster 1 kali

5 P3 Vaksin debris A. hydrophila 22 25.00c 22.73de 227
booster 2 kali

6 P4 Vaksin debris A. hydrophila 2 2540 2333 2207
booster 3 kali

Keterangan : Rerata yang diikuti huruf superscript yang sama menunjukkan tidak
berbeda nyata pada uji DMRT dengan taraf uji 5%
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Gambar 1. Perubahan ftiter rantibodi pada lele dux.nbo yang
divaksin dengan debris Aeromonas hydrophila.



Rata-rata titer antibodi perlakuan P, pada minggu kedua dan
ketiga paling tinggi yaitu sebesar 2666 dibandingkan dengan perlakuan
lain, namun pada minggu keempat mulai terjadi penurunan sampai
minggu kesepuluh. Sedang rata-rata titer antibodj pada perlakuan Ps
dan P, yang tinggi dan berlangsung lebih lama yaitu sampai minggu
kelima, lebih lama dibandingkan dengan perlakuan lain. Hal ini
disebabkan waktu paruh imunoglobulin pada Teleostei adalah 12-16
hari. Setelah pemberian vaksin pada ikan akan terjadi periode laten,
kemudian disusul periode biosintesis antibodi. Pada minggu kedua
dan ketiga merupakan fase logaritmik pembentukan antibodi
sehingga dalam jumlah besar karena pertambahan sel plasmasit
sebagai hasil pembelahan terulang limfosit B. Oleh karena itu pada 2-3
minggu setelah vaksinasi akan terjadi puncak produksi antibodi
(Gambar 1.). Hasil serupa juga diperoleh Pyle and Dawe (1985). Dalam
penelitian tersebut vaksin protein sel Tetrahymena pyriformis pada
Channel catfish secara suntikan intramuskular mendapatkan puncak
titer antibodi pada minggu ketiga dan tetap ada selama 6 minggu.

Lama waktu pemberian dan frekuensi booster  dapat
mempengaruhi pembentukan respon imun pada ikan. Hal ini terlihat
pada perlakuan yang dibooster tiga kali menunjukkan rata-rata titer
antibodi lebih tinggi. Hal ini diduga sel limfosit B dalam perjalanan
kontak dengan antigen dapat terdeferensisasi menjadi sel plasma yang
memproduksi antibodi dan sentroblas yang akhirnya menjadi sel
memori. Sel memori ini mampu memberikan respon yang lebih cepat
dan efisien terhadap stimulasi ulang dari antigen yang sama (Ellis,
1988). Meskipun demikian pemberian pemberian booster tidak akan
memberi efek yang optimal apabila diberikan pada saat yang tidak
tepat. Menurut Ellis (1988) pemberian booster yang tepat adalah pada
saat produksi antibodi sudah mulai menurun. Oleh karena itu
pemberian booster yang terlalu cepat, yaitu pada saat antibodi belum
mencapai puncak, maka booster tersebut tidak akan memicu respon
imun yang optimal.

Pemberian  booster ~dapat meningkatkan pembentukan
antibodi, hal ini terlihat adanya perbedaan yang nyata (P<0,05) pada
perlakuan P; P, dan P;. Pada uji lanjut perlakuan dari minggu keenam
sampai kesepuluh tidak berbeda dengan minggu pertama sampai

~kelima. Pada perlakuan P; dan P, tidak menunjukkan beda nyata

(P>0,05). Pada minggu pertama sampai kelima perlakuan P, tidak
beda nyata dengan perlakuan P;, tetapi pada minggu keenam sampai
kesepuluh perlakuan P, menunjukkan beda nyata dengan perlakuan

P4 (P>0,05). Hal ini berarti bahwa perlakuan P; merupakan cara
inasi ing baik.
vaksmasi)};?:il;zhri%iﬁan ini kualitas air masih dalam kondisi normal
untuk kehidupan lele dumbo. Kisaran suhu adalah 24-27° C, kadar
oksigen terlarut 1-6,5 ppm, kandungan CO, 075 ppm dan'pH-6,9—7,2.
Vaksin debris sel bakteri A. hydrophila yang diberikan pada
lele dumbo dapat merangsang respon imun humoral ben.lpa
pembentukan antibodi. Hal ini disebabkan vaksin debris sel ba.kterl A
hydrophila mengandung lipopolisakarida serta bebe.rapa prot.em. ]?ms
molekul tersebut bersifat imunogenik tanI}))a n:lehbatltkan l'lmf::é; rz
independent antigen). Antigen tersebut dapat memicu ecara
I(aTrvi:g;nufglﬁdrirf’osit B yangg ke)mudian menghasi]ka'm antibodi..Ant}l)bodl
yang dihasilkan oleh antigen tak-tergantung tlmus sebag@n esar
adalah bentuk IgM (Subowo, 1993). Sedang efektlleas vaksm_s.angaF
tergantung pada jenis vaksin. Hal ini diduga. debr.zs sel t‘erdm da.m
dinding sel bakteri yang tersusun oleh pept{dogl.lk.an, hpoprot.em,
lipopolisakarida (LPS), fosfolipid da_n ‘protein sisik luar lapisan
peptidoglikan, merupakan fraksi antigen yang dapat merangsang
tubuh untuk menghasilkan antibodi.

KESIMPULAN

Hasil penelitian menunjukkan bahwa vaksin debris s.el A.
hydrophila yang dibooster 1-3 kali dengan inter\'ral'waktu satu mmhggu
meningkatkan titer antibodi lele dumbo (C. garzepznu:s). Dari penelitian
ini diketahui bahwa vaksinasi dengan booster 3 kali merupakan cara

vaksinasi yang paling baik.
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