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ABSTRAK

Protein ekstraseluler (ECP) bakteri memiliki kemampuan imunogenik dan dapat meningkatkan sistem imun tubuh inang. Komponen
ECP diantaranya flagellin, protease dan metalloprotease mampu berdifusi pada sel inang untuk mengaktifkan respon imun. Tujuan
penelitian adalah untuk mengetahui produksi protein ekstraseluler E. tarda dengan presipitasi ethanol pada konsentrasi berbeda
sebagai potensi protein imunogenik secara in vitro. Metode penelitian yaitu kultur bakteri E. tarda, preparasi protein ekstraseluler,
presipitasi protein, konsentrasi protein ditentukan denganspektrofotometer dan SDS-PAGE, uji in vitro protein ECP E. tarda, dan uji
nilai RPS. Hasil protein ekstraseluler yang diperoleh dengan presipitasi ethanol tertinggi pada konsentrasi 90% sebanyak 5,69 mg/ml
dan terendah pada konsentrasi 80% sebanyak 4,81 mg/ml. Hasil karakterisasi protein dengan SDS-SDSPAGE antara 30-60 kDa. Hasil
uji in vitro vaksin E. tarda (presipitasi ethanol 100%) baik dari uji viabilitas maupun sterilitas menunjukkan tidak terdapat koloni
yang tumbuh. Hasil nilai RPS pada ikan nila (Oreochromis niloticus) mencapai 100% dengan masa pemelihaaraan 9 hari pasca
imunisasi.

Kata kunci: Edwardsiella tarda; Ekstraseluler Protein (ECP); Presipitasi; SDS-PAGE
ABSTRACT

ECP bacteria have immunogenic abilities and can increase the host's immune system. ECP components which are flagellin, protease,
metalloprotease can diffuse to host cell for the activation immune response. The study aimed to determine the production of
extracellular protein E. tarda with ethanol precipitation at different concentrations as a potential immunogenic protein by in vitro
test. The research methods were E. tarda bacterial culture, extracellular protein preparation, protein precipitation, protein
concentration determined by spectrophotometer and SDS-PAGE, in vitro ECP E. tarda protein test, and RPS value test. The results of
extracellular protein obtained by the highest ethanol precipitation at a concentration of 90% as much as 5.69 mg/ml and the lowest at
80% concentration as much as 4.81 mg/ml. The results of the characterization of proteins with SDS-SDS-PAGE between 30-60 kDa.
The results of the in vitro test of E. tarda vaccine (100% ethanol precipitation) from both the viability and sterility tests showed that
there were no growing colonies. The results of the RPS in tilapia (Oreochromis niloticus) reach 100% with a maintenance period of 9
days after immunization.

Keywords: Edwardsiella tarda; Extracellular Protein (ECP); Presipitation; SDS-PAGE

PENDAHULUAN dan menyebabkan kematian 57,5% selama 2 minggu (Saleh,
2005). Pada penelitian ikan nila (O. niloticus) dengan infeksi E.
Salah satu kendala pada budidaya air tawar adalah tarda sebesar 10* cfu/ml menghasilkan nilai mortalitas sebesar
infeksi penyakit Edwardsiellosis yang disebabkan bakteri 60% dan ditandai dengan gerakan lamban, pembengkakan
Edwardsiella tarda. Bakteri ini mampu menginfeksi ikan air daerah infeksi dan di dalam perut terdapat cairan berwarna
tawar dan laut seperti ikan mata sebelah, kelompok salmon, kuning serta hemoragik pada ekor (Ibrahem et al., 2011).
lele dan nila (Leung et al, 2012). Infeksi ditandai dengan Strategi modern dengan langkah preventif seperti
gejala asites, exophthalmia, dan luka pada organ internal imunostimulan dan vaksin dapat mengurangi penggunaan obat-
(Mohanty dan Sahoo, 2007). Bakteri E. tarda merupakan salah obatan. Upaya pencegahan penyakit ramah lingkungan
satu jenis bakteri yang termasuk Bakteri Hama Penyakit Ikan diperlukan untuk keseimbangan ekosistem dan jaminan
Karantina (HPIK) golongan II dan ditemukan pada ikan nila kesehatan baik untuk ikan maupun manusia sebagai konsumen
dari wilayah Yogyakarta, Ikan Mas dari wilayah Pontianak, (Bharadwaj et al, 2013). Vaksin merupakan antigen atau
Ikan Lele dari wilayah Sumatera dan Lumajang (Narwiyani bahan asing yang telah dilemahkan tingkat virulensinya
dan Kurniasih, 2011). Secara alami, infeksi E. tarda pada ikan (Wibawan dan Soejoedono, 2013). Tujuan utama vaksinasi
nila (Oreochromis niloticus) dapat terjadi pasca infeksi 3 hari adalah menentukan respon imun dengan memproduksi racun
105
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tertentu yang akan menstimulasi dan dikenali oleh sel-sel imun
sehingga terjadi peningkatan baik aspek respon imun bawaan
dan adaptif (Cunningham et al., 2016).

Vaksin akan dikenali oleh sistem imun sebagai antigen
sehingga menginduksi makrofag untuk memecah antigen dan
mengingatnya. Sistem imun menjalankan tugasnya dengan
menetralkan bahan asing sebelum memasuki sel, dikenali oleh
sel dan memecah atau menghancurkan sel antigen sebelum
berkembang (Setiawan et al.,2013). Antigen yang diperoleh
dari patogen yang telah dihilangkan sifat patogenisitasnya,
dimatikan atau berupa ekstrak ke dalam tubuh ikan untuk
merangsang sel-sel limfosit membentuk antibodi (Tizard,
1988). Sistem kekebalan vertebrata terdiri dari sistem imun
bawaan dan adaptif. Sel-sel sistem imun adaptif merespon
daerah-daerah tertentu dari agen infeksi yang dikenal sebagai
epitop. Respon imun humoral bergantung pada aktivitas
antibodi, mensekresikan glikoprotein dari sel B yang mengikat
epitop spesifik. Setelah pengikatan reseptor sel B ke epitop
yang sesuai, sel B dapat matang menjadi sel plasma dan mulai
mengeluarkan antibodi spesifik. Aktivasi sel B mengalami
proliferasi sebagai peningkatan perlindungan dari infeksi akan
menghasilkan perkembangan memori imunologi. Sel-sel
memori kekebalan khusus-antigen diaktifkan dan berproliferasi
lebih cepat serta lebih besar sebagai respon dalam
menghilangkan agen infeksi dan mitigasi penyakit. Respons
memori yang kuat dan efektif dapat melindungi host terhadap
infeksi berikutnya yang menyebabkan kekebalan seumur hidup
sechingga hal tersebut merupakan ciri khas vaksin yang efektif
(Zhang dan Nandakumar, 2018).

Perkembangan teknologi produk vaksin semakin
meningkat, salah satunya dengan memanfaatkan produk
ekstraseluler utuh mikroba. Produk ekstraseluler sebagai
protein terlarut bersifat antigenik mampu berdifusi dan
menyebabkan kerusakan struktural organisme lain pada satu
bagian (Todar, 2012). Mekanisme patogenitas E. tarda dengan
derivate ECP menggunakan sistem tipe III dan VI sekresi
(T3SS dan T6SS) schingga dapat menginduksi respon imunitas
(Leung et al., 2012). ADP-ribosylating toxin, AexT merupakan
ECP sebagai faktor virulensi bakteri Gram-negatif. Sistem
sekresi tipe I1I bertanggung jawab untuk sekresi dan translokasi
dari ADPribosylating toksin, AexT ke dalam sitosol sel ikan
budidaya. ECP sebagian besar terdiri dari protease yang
berperan dalam penyebaran bakteri untuk merusak jaringan
inang. Selain itu, produk ECP adalah metalloprotease bakteri
(fragylisin, pseudolysin, dan vibriolysin) teridentifikasi sebagai
faktor virulensi pada ikan (Hamed et al, 2018). ECP yang
disekresikan memiliki kemampuan adaptif terhadap lingkungan
dan menghasilkan respon imun yang luas terhadap bermacam-
macam isolat (Zhang et al.,2014). Pengembangan vaksin
dengan produk ekstraseluler (ECP) telah dilakukan oleh
Amrullah et al. (2015) dengan menggunakan bakteri
Streptococcus agalactiae pada ikan nila (O. niloticus).
Berdasarkan potensi ECP E. tarda tersebut, maka penelitian ini
bertujuan untuk mengetahui produksi protein ekstraseluler E.
tarda dengan presipitasi ethanol pada konsentrasi berbeda
sebagai potensi protein imunogenik melalui uji in vitro.

METODE PENELITIAN

Penelitian ini menggunakan metode deskriptif
kuantitatif yaitu menggambarkan pengaruh konsentrasi ethanol

yang berbeda (100%, 90%, 80%, 70%, 60%, 50%, 40%, dan
30%) dalam presipitasi protein ECP E.tarda. Parameter uji
yaitu total konsentrasi protein ECP, profiling protein, uji in
vitro protein ECP pada media spesifik, dan pengukuran nilai
Relative Percents Survival (RPS). Protein ECP diinjeksi pada
ikan nila (O. niloticus) panjang 5-7 cm, secara injeksi
intraperitonial (IP) 0,1 ml/ekor dan ikan kontrol diinjeksi
dengan NaFis. Ikan nila diperoleh dari Unit Pengelola
Budidaya Air Tawar Punten Batu yang dipelihara selama 9
hari.

Kultur Bakteri E. tarda

Isolat bakteri E. tarda murni dari Balai Besar Perikanan
Budidaya Air Payau Jepara. Isolat murni tersebut dikultur
kembali pada media Trypticase Soy Agar (TSA,Merck) dalam
agar miring dengan menggunakan jarum ose yang diinkubasi +
24 jam suhu 35°C (Rosidah dan Afizia, 2012).

Preparasi Vaksin Ektraseluler Protein

Bakteri (107 cfu/ml) dikultur kembali pada media Luria
Bertani (LB, Merck) sebanyak 500 ml pada suhu 26°C selama
18 jam dan diukur OD 600 nm. Setelah itu, suspensi bakteri
disentrifugasi pada 3000 rpm selama 30 menit dan supernatan
disaring dengan filter miliphore 0,22um. (Zhang et al. 2014
dan Putri et al.,2013).

Presipitasi Protein dengan Ethanol

Supernatan yang diperoleh kemudian dipresipitasi
ethanol dengan metode El-Gayar (2015). Presipitasi protein
ekstraseluler dengan ethanol (konsentrasi 100%, 90%, 80%,
70%, 60%, 50%, 40%, dan 30%) dan diinkubasi semalam pada
suhu 0°C. Setelah itu diambil pellet dengan sentrifus ulang
(10.000 x g, suhu 4°C selama 15 menit). Pellet diresuspensi
dengan 10ml PBS pH 7.4.
Pengukuran Total Protein
Spektrofotometer

Larutan blanko menggunakan pelarut yang digunakan
pada sampel awal yaitu PBS. Sampel ECP diambil sebanyak
10pL dengan WhiteTip. Kemudian sampel terdeteksi sebagai
total protein dengan absorbansi 595 nm selama 2 menit. Hasil
yang diperoleh merupakan total kasar protein produk
ekstraseluler E. tarda dengan satuan mg/ml (Hardi ef al.,2011).

dengan Nanodrop

Profiling Protein ECP E. tarda dengan SDS-PAGE
Elektroforesis mengikuti metode Bollag dan Edelstein
(1991) dengan tahapan persiapan gel pemisah (10%): 3,34 mL
larutan A {30% (b/v) akrilamid dan 0,8% (b/v) bis-akrilamid},
2,5 mL larutan B (1,5 M Tris-Cl pH 8,8; 0,4% SDS) ditambah
50 uL APS 10% dan 5 uL TEMED dituangkan ke dalam
cetakan gel. Stacking gel (5%): 0,67 mL larutan C (1 M Tris-C1
pH 6,8 dan 0.4% SDS), 2,3 mL akuades, 30 uL APS 10% dan
5 pL. TEMED dituang diatas gel pemisah yang sudah beku
kemudian dipasang sisir serta ditunggu hingga gel beku
sempurna. Bufer elektroforesis berisi Tris 25 mM, glisin 192
mM, dan SDS 0,1%. Buffer diatur pada pH 8,3. Pemisahan
protein dilakukan dengan cara protein sampel (20 pL)
dicampur dengan 5 pL bufer sampel (60 mM Tris-Cl pH 6,8
25% gliserol; 2% SDS; 14,4 mM 2-merkaptoetananol dan 0,1%
bromfenol biru), dididihkan selama 2-3 menit dan dimasukkan
ke dalam gel. Protein dipisahkan dengan memberikan aliran
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listrik (125 mA dan 150 V). Gel kemudian diwarnai dengan
perak nitrat.

Gel diangkat, direndam selama 30 menit di dalam
larutan berisi 50% methanol dan 10% asam asetat kemudian
dicuci selama 30 menit di dalam larutan berisi methanol 5%
dan asam asetat 7%. Kemudian gel direndam di dalam 10%
glutaraldehid selama 30 menit dan dibilas dengan akuades
selama 1-2 jam (diganti setiap 30 menit). Selanjutnya gel
direndam dalam larutan dithiothreitol (5 pg/mL) selama 30
menit, larutan dibuang dan diganti dengan larutan perak nitrat
0,1%. Gel kemudian dibilas dengan sedikit akuades, dibilas
dua kali dengan sedikit larutan developer (50 pL formaldehid
37% di dalam sodium karbonat). Tahap akhir, gel direndam
dalam larutan developer dan mencuci gel di dalam larutan
asam sitrat 2,3 M.

Uji Keamanan Vaksin ECP E. tarda

Uji keamanan dilakukan dengan mengisolasi bakteri E.
tarda dari ikan perlakuan vaksinasi (Anderson et al.,1970).
Setelah 9 hari masa pemeliharaan dilakukan isolasi bakteri
untuk melihat koloni bakteri yang sama. Uji ini dilakukan
untuk mengetahui tingkat keamanan dan aplikatif vaksin pada
ikan. Kemudian dilakukan reisolasi bakteri untuk mengetahui
apakah terdapat koloni yang tumbuh seperti isolat vaksin.

Uji Sterilitas Vaksin ECP E. tarda

Uji sterilitas digunakan untuk memastikan bakteri E.
tarda tidak tumbuh pada media agar dan cair. Prosedur yang
dilakukan dengan menginokulasi vaksin ECP pada media cair
Luria Bertani (LB, Merck) dan media agar Trypticase Soy

Agar (TSA,Merck). Setelah itu, diinkubasi pada suhu ruang
selama 24 jam (Aly 1981 and Trilia et al.,2014).

Relative Percent Survival (RPS)

Tingkat efikasi vaksin ECP dihitung pada ikan normal
dengan dibandingkan ikan yang telah diimunisasi. Rumus
perhitungan RPS menurut Ellis (1988).

—[4 _ eTingkat Mortaliras fxan yang Divaksinast ]
RPS [:l l Yo Tingkat Mortalitas Pada Kentrol Jx 100

(1)
HASIL DAN PEMBAHASAN

Total Protein ECP E. tarda

Bakteri yang digunakan untuk mengisolasi metabolit
sekunder yaitu E. tarda dengan kepadatan 107 cfiu/ml. Hasil
kultur diperoleh setelah inkubasi 18 jam yaitu pada saat fase
eksponensial menunju stasioner. Hal tersebut dikarenakan
keefektifan kemampuan bakteri berkoloni hidup dalam media
tumbuh dan mensekresikan zat ekstraseluler ke dalam
lingkungan. Hasil total protein ECP E. tarda tertinggi diperoleh
dengan presipitasi ethanol konsentrasi 90% sebanyak 5,69
mg/ml dan terendah pada presipitasi ethanol konsentrasi 80%
sebanyak 4.81 mg/ml (Tabel 1.). Tujuan presipitasi ethanol
adalah untuk mengumpulkan protein dalam media (supernatan)
sehingga diperoleh total protein murni hasil sekresi protein
bakteri.

Tabel 1. Total Protein Pada Presipitasi Konsentrasi Ethanol yang Berbeda

Konsentrasi Ethanol Total Protein A280
(%) (mg/ml) 260/280 A 10mm
100 5,07 1,43 5.074
90 5,69%* 1,44 5.693
80 4,81% 1,44 4.809
70 5,62 1,26 5.621
60 5,08 1,41 5.083
50 5,55 1,41 5.547
40 5,03 1,50 5.035
30 4,96 1,45 4.961

Keterangan: ** nilai tertinggi total protein, * nilai terendah protein

Isolasi protein bakteri dapat dilakukan dengan metode
ekstrasi baik secara fisik dan non-fisik. Salah satunya dengan
penambahan zat pengendap untuk memisahkan dan
mendapatkan konsentrasi protein. Ethanol merupakan larutan
organik sebagai salah satu jenis pengendap yang paling umum.
Ethanol lebih efisien untuk protein dengan permukaan yang
didominasi rantai asam amino polar dan bersifat hidrofilik (El-
Gayar, 2015). Kelarutan protein dalam larutan tergantung pada
interaksi komplek empat parameter yaitu sifat fisik (bentuk,
fleksibilitas, berat molekul, dan titik isoelektrik), distribusi
permukaan hidrofobik, hidrofilik dan bermuatan, suhu dan pH
larutan, serta komposisi dan konsentrasi pelarut (Mirica et
al.,2012). Perbedaan konsentrasi berhubungan dengan sifat
hidrofilik dari protein sehingga dapat diendapkan pada tingkat
konsentrasi yang berbeda (Nooralabetu, 2014). Protein dalam
proses presipitasi merespon dengan mengurangi luas
permukaan untuk mengurangi kontak dengn pelarut sehingga

protein mengarah ke presipitasi. Keuntungan presipitasi dalam
mengendapkan dan menguntungkan secara energi dalam proses
isolasi protein (Wingfield, 2001). Proporsi masing-masing jenis
asam amino dalam protein dengan spesies dan tanpa spesies
bakteri yaitu Glu (6,32 vs 5,91%), Ile (5,58 vs 5,27%), Lys
(4,50 vs 3,78%), Asn (3,47 vs 3,25%) dan lebih sedikit
persentase dari Leu (9,56 vs 10,20%), Gln (4,47 vs 5,00%),
Arg (6,18 vs 6,68%). Protein ini terdeteksi dengan hasil berat
molekul pada SDS PAGE > 43kDa (Liu et al.,2013).

Sekresi protein melalui sistem sekresi tergantung faktor
lingkungan dalam supernatan kultur secara in vitro (Caldwell
and Lattemann, 2004). Protein yang disekresikan diangkut dari
sitoplasma bakteri ke lingkungan bakteri yang ditandai sinyal
peptida dan protein surface-associated yang dilepaskan dalam
media eksternal karena pergantian fisiologis dinding sel
(Sanchez et al.,2009). Protein yang dikeluarkan berhubungan
dengan fungsi sistem sekresi bakteri untuk mengeluarkan
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berbagai macam substrat. Pada bakteri Gram-Negatif
mengandalkan sistem sekresi khusus untuk mengangkut protein
virulensi. Sekresi protein ekstraseluler melewati dua membran
fosfolipid. Sistem sekresi protein bakteri terdiri dari Tipe I
sampai Tipe VI (Green and Mecsas, 2016). Sistem sekresi tipe
IIT (T3SS) adalah salah satu faktor virulensi penting untuk
kelangsungan hidup dan replikasi E. tarda dan dapat
memberikan efektor ke lingkungan sekitarnya atau langsung ke
sel inang untuk mengganggu jalur seluler inang sebagai proses
infeksi. Efektor yang diduga sebagai virulen tersebut
ditargetkan pada kompartemen subselular tertentu, termasuk
sitosol, plasma atau sistem endomembran dan nukleus sebagai
tempat untuk replikasi bakteri (Fang et al,2016). T3SS
merupakan proses penting dalam pengiriman protein langsung
menuju sel target. Apabila protein dan efektor tipe III
bergabung dapat memudahkan fusi kedalam sitosol sel inang
(Bai et al.,2018). T3SS membentuk struktur untuk membentuk
pori-pori pada sel inang sehingga terjadi translokasi protein
efektor. Efektivitas translokasi dapat memodulasi jalur sinyal
sel inang dalam memicu sitotoksisitas sel yang berinteraksi
dengan reseptor inflammasome NLRC4 (Zhou et al.,2016).

Protein ekstraseluler dibagi menjadi dua kelompok.
Kelompok pertama terdiri dari protein yang mengandung
sinyal peptida, terletak dibagian terminal-N  untuk
mengarahkan protein ke penghasil protein ekspor. Kelompok
kedua termasuk protein dari permukaan bakteri karena
pergantian dinding sel (Sanchez et al.,2010). Protein seluler
berperan dalam metabolism anabolik dan katabolik, biosintesis,
replikasi DNA dan sebagainya. Protein ekstraseluler yang
disekresikan memediasi kontak sel, bersifat imunogenik dan
melindungi dari infeksi bakteri. Selain itu, memiliki aktivitas
anti-inflamasi, dapat menekan aktivitas makrofag dan
menghambat infeksi patogen pada jalur komplemen dalam
sistem imun (Ebner and Gotz, 2019). Protein ekstraseluler
yang disekresikan memiliki kemampuan sebagai sumber
immunogen dan dengan mudah dapat mengaktifkan respon
imun pada inang (Song et al.,2013).

Profiling Protein ECP E. tarda

Profiling protein dengan SDS-PAGE menujukkan
karakter berat molekul yang sama antar protein dengan
konsentrasi ethanol berbeda (Gambar 1.). Hasil berat molekul
dengan pita yang paling tebal antara 30-60 kDa. Menurut
Kumar et al (2019) bahwa ekstraseluler protein yang
teridentifikasi pada Gram-Negatif yaitu protein kemotaksis (60
kDa), flagellin (40 kDa), metalloprotease (PrtV protein, 62
kDa; VppC protein, 90 kDa dan VPM protein, 90 kDa), dan
serin protease (VPP1, 43 kDa; VpSP37, 37 kDa, dan PrtA, 71
kDa) yang berperan penting sebagai virulensi bakteri. Secara
signifikan, isolasi protein kandidat vaksin E. farda dengan
empat protein masing-masing FlgD (48 kDa), ETAE 2088 (52
kDa), ETAE 2130 (64,5 kDa) dan EseC (65 kDa) menginduksi
reson imun yang sangat tinggi. Kemampuan imunogenik
mencapai 50% dari protein ekstraseluler berasal dari protein
flagel, protein pilus dan protein membran luar sehingga dapat
dijadikan kandidat pengembangan vaksin subunit (Song et
al.,2013).

Produk ekstraseluler (ECP) merupakan metabolit yang
disekresikan oleh patogen selama pertumbuhan dan pemuliaan
dengan jenis dan jumlah tergantung pada lingkungan. Peran
penting ECP yaitu menginvasi patogen ke sel inang, menyerap

nutrisi, menyebar luas invasi dan untuk meningkatkan respon
sistem kekebalan inang. ECP mengandung banyak zat yang
dapat memicu respon imum inang seperti lipase, amilase dan
protease dan menunjukan aktivitas hemolitik (Song et
al.,2018). Sedangkan ECP pada bakteri Aeromonas dapat
menghasilkan jenis protease ekstraseluler sepeti esterase,
amilase, elastase, DNAse, kitinase, peptidase dan lipase
(Adriana et al.,2016).
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Gambar 1. Gambar Profiling Protein ECP E. tarda dengan
SDS PAGE

Tabel 2. Hasil Uji in vitro Protein ECP (Presipitasi Ethanol

100%)
. ... Kontrol Uji Kemanan Uji Sterilitas
Media Uil \uFis)  (VaksinECP)  (Vaksin ECP)
TSA Positif (+) Negatif (-) Negatif (-)
LB Positif (+) Negatif (-) Negatif (-)

Keterangan: Negatif (-): tidak terdapat koloni bakteri, Positif
(+): terdapat koloni bakteri

Uji ini untuk melihat kemungkinan bakteri dapat
tumbuh kembali (Kamiso, 1990). Tes potensi non-viabilitas
menggunakan media hidup bakteri bersifat selektif untuk
mendukung pertumbuhan bakteri tertentu. Analisis sensitivitas
bakteri dilakukan ketika telah diberi perlakuan dan dikultur
tidak terdapat koloni tumbuh. Tes ini dapat digunakan untuk
keamanan hasil pembuatan vaksin. Apabila tidak terdapat
pertumbuhan bakteri inaktif maka produk Iulus tes uji.
Sedangkan apabila terdapat pertumbuhan koloni menunjukkan
kegagalan mutu produk (Mohamed dan Soliman, 2013).
Potensi sebagai vaksin subunit yang terdiri dari peptida, protein
atau komponen non-protein dari patogen yang bersifat
imunogenik harus mampu diserap dan dipresentasikan secara
efektif menuju sistem imun inang. Secara umum, antigen ini
akan dikenali oleh antigen presenting cell (APC) seperti sel
dendritik melalui liposom yang mengelilingi antigen dan
mengawali pengiriman informasi didalam sel. Sistem imun
dalam sel inang dimediasi oleh sel T dan peran sel B sebagai
perlindungan dari patogen. Peran penting vaksin dalam sistem
imun yaitu membuat memori yang tepat dan persisten untuk
mengeliminasi patogen secara efektif dana man dalam jangka
panjang (Griffiths and Khader, 2014).
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Protein ECP terhadap Respon RPS

Keefektifan vaksin dapat diukur dan dilihat apabila nilai
kelulushidupan tinggi pasca vaksinasi. Hal ini berkaitan dengan
kemampuan inang dalam menerima antigen sebagai informasi
untuk menginduksi respon imun. Artinya, apabila inang
bertahan maka antigen yang diberikan diduga aman untuk
diaplikasikan sebagai vaksin. Uji ini dilanjutkan setelah
memperoleh hsil terbaik dari uji in vitro. Hasil RPS pasca
vaksinasi ECP menunjukkan nilai tertinggi 100% dan terendah
83.33% dibandingkan dengan kontrol 66. 67 % (Gambar 2.).
Hal ini sependapat dengan FEllis (1988) bahwa suatu vaksin
disebut efektif apabila nilai RPS pasca imunisasi memiliki nilai
>50%.
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Gambar 2. Nilai RPS Pada Ikan Nila (O.niloticus) Pasca
Vaksinasi ECP E. tarda

Produk ECP bakteri lainnya yaitu Aeromonas
hydrophilla teridentifikasi pada berat molekul 66 kDa sebagai
vaksin subunit yang memiliki kemampuan perlindungan
mencapai 95% dari infeksi A. hydrophila (Wu et al.,2012).
Penggunaan protein ekstraseluler sebagai vaksin rekombinan
(53 kDa) menunjukan nilai mortalitas kumulatif sebesar 27%
(Jiao et al.,2009). Keamanan ECP sebagai vaksin diduga dapat
diserap cepat oleh tubuh sehingga informasi tersebut diteruskan
dan mampu menginduksi respon imun inang.  Antigen
mengaktifkan dua sistem yaitu alami dan adaptif baik respon
seluler dan humoral. Respon humoral alami terdiri dari lisozim,
sistem komplemen, interferon, protein C reaktif, transferrin dan
lektin serta respon adaptif terutama disebabkan oleh aktivasi
limfosit B dan sel memori. Keefektifan vaksin dalam
merangsang sistem imun ikang terkait dengan cara pemberian
dan kondisi dalam sistem budidaya (Silva et al., 2009).

KESIMPULAN

Tingkat konsentrasi ethanol 100% dalam presipitasi
protein ekstraseluler E. farda menghasilkan total protein
sebanyak 5,07 mg/ml, berat molekul 40-60 kDa dengan hasil
uji in vitro negative koloni pada media spesifik dan nilai RPS
pada ikan nila (O. niloticus) mencapai 100% setelah vaksinasi
9 hari. Dengan demikian, protein ECP diduga dapat berpotensi
sebagai potensi protein imunogenik.
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