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Abstrak

Vaksinasi merupakan salah satu tindakan paling efektif dalam pencegahan infeksi Streptococcus agalactiae. Pada
penelitian ini, vaksin disalut dengan bahan biomaterial (kitosan, susu skim, dan maltodekstrin) dengan dosis 1% atau
10%, dan dikeringbekukan. Seleksi vaksin dilakukan secara in vitro dengan melihat uji viabilitas sel, kelarutan, kon-
sentrasi protein, dan berat molekul protein. Hasil seleksi menunjukkan bahwa vaksin dengan penyalut kitosan 1% dan
10% berada pada urutan kedua terbaik pada uji kelarutan dan konsentrasi protein. Vaksin yang disalut kitosan diuji-
kan kembali secara in vivo melalui injeksi pada ikan nila (Oreochromis niloticus) sebelum diuji tantang dengan bakte-
11 S. agalactiae. Uji (in vivo) terdiri atas enam perlakuan dan tiga ulangan yakni perlakuan ikan diinjeksi dengan
vaksin cair (A), Phosphat Buffered Saline (PBS) (B), vaksin yang disalut kitosan 1% (C), vaksin yang disalut kitosan
10% (D), kitosan 1% (E), dan kitosan 10% (F). Parameter yang diamati meliputi nilai sintasan, relative percent
survival (RPS), titer antibodi, dan total leukosit. Hasil penelitian perlakuan C menunjukkan hasil berbeda nyata (P <
0,05) dengan nilai sintasan 92,22 + 3,85%, RPS 85,21 + 7,20%, dan titer antibodi C juga menunjukkan hasil paling
tinggi, tetapi tidak berbeda nyata (P > 0,05) untuk meningkatkan jumlah leukosit dalam percobaan melawan infeksi
bakteri S. agalactiae. Dengan demikian, vaksin kering beku yang disalut kitosan 1% efektif untuk meningkatkan
kinerja imunitas ikan nila.

Kata penting: kitosan, Oreochromis niloticus, penyalut, Streptococcus agalactiae, vaksin

Abstract

Vaccination is one of the most effective control measure in preventing Streptococcus agalactiae infection. In this
study, vaccine coatings were prepared with certain biomaterials such as chitosan, skim milk, and maltodextrin at
concentration 1 % or 10 %, and further freeze-dried. Vaccine selected (in vitro) by tests: viability cell, solubility,
protein concentration and protein molecular weight. The result of in vitro test showed that chitosan coating at doses 1
% and 10 % were the best in solubility and protein concentration test. Vaccine coated with chitosan was administrated
again by injection (in vivo) in nile tilapia (Oreochromis niloticus) before challenged by S. agalactiae. This test
consists of six treatments and three replications, i.e. the fish were injected with liquid vaccine (A), Phospat Buffered
Saline (PBS) (B), vaccine with chitosan coating 1 % (C), vaccine with chitosan coating 10 % (D), chitosan 1 % (E),
and chitosan 10 % (F). Parameters were observed including survival rate, relative percent survival (RPS), antibody
titre, and total leucocyte. The results showed that treatment C showed a significant difference (P < 0,05) in survival
rate 92.22 + 3.85 %, RPS 85.21 + 7.20 %, and antibody titre highest result, but not significant (P > 0,05) to increase
total leukocyte in experimental fish against S. agalactiae infection. In conclusion, vaccine freeze dry with chitosan
coated 1 % is effective to improve immunity system of nile tilapia.

Keywords: chitosan, coating, Oreochromis niloticus, Streptococcus agalactiae, vaccine

Pendahuluan nila tahun 2016 sebanyak 1.187.812 ton, me-

Ikan nila merupakan salah satu komoditas ningkat sekitar 6,51 % dibandingkan tahun 2017
ekspor andalan Indonesia yang produksinya sebanyak 1.265.201 ton (KKP 2017). Diban-
terus meningkat. Data produksi budi daya ikan dingkan ikan jenis lain, ikan nila tahan terhadap

serangan bakteri, parasit, fungi, dan virus (Amal
D Penulis korespondensi . . ..
Alamat surel: rickreynalta@gmail.com & Zaad 2011), sehingga komoditas ini banyak
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dibudidayakan dalam skala intensif. Permasa-
lahan yang terjadi pada budi daya skala intensif,
yakni mudahnya ikan mengalami stress, sehing-
ga lebih rentan terhadap serangan penyakit
(Taukhid & Purwaningsih 2011).

Penyakit yang sering menyerang ikan nila
adalah streptococcosis yang 85% disebabkan
oleh Streptococcus agalactiae (Taukhid & Pur-
waningsih 2011). Infeksi bakteri S. agalactiae
menyebabkan perubahan klinis dan histopato-
logis, nekrosis sel-sel hati dan limpa, koloninya
menyebar di beberapa organ dalam seperti pada
otak, mata dan ginjal (Lusiastuti et al. 2010),
bentuk badan huruf C, nafsu makan menurun,
serta warna tubuh gelap (Dwinanti et al. 2014).
Infeksi S. agalactiae yang parah dapat menga-
kibatkan kematian massal >50% dalam tempo 3-
7 hari (Taukhid & Purwaningsih 2011). Cara
yang paling efektif untuk mencegah streptoco-
ccocis, yakni dengan vaksinasi (Taukhid et al.
2014).

Vaksinasi mampu meningkatkan daya
tahan ikan dan memberikan proteksi terhadap
serangan penyakit tertentu. Proteksi yang diha-
silkan vaksin mempunyai jangka waktu tertentu,
sehingga keberadaan antibodi yang ditimbulkan
dalam tubuh ikan akan semakin menurun, yang
berakibat pada penurunan level tingkat proteksi
(Sukenda et al. 2015).

Preparasi vaksin dilakukan dengan cara
inaktivasi sel patogen S. agalactiae, sehingga
apabila diinjeksikan ke dalam tubuh menjadi
avirulen, namun masih mampu merangsang sis-
tem imun akibat adanya zat asing yang masuk
dalam tubuh yang mampu melindungi ikan da-
lam melawan bakteri patogen (Sugiani et al.
2013).

Vaksin yang digunakan melalui injeksi

umumnya dibuat dalam bentuk cair (Wali &
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Balkhi 2006). Vaksin ini memiliki beberapa ke-
lemahan seperti kurang praktis dan mudah rusak
selama penyimpanan dan transportasi (Kumru et
al. 2014), meskipun kelebihannya dapat lang-
sung digunakan (siap pakai). Hal ini mengingat
karakteristik vaksin cair sensitif terhadap panas,
sehingga tidak dapat mempertahankan stabilitas
struktur untuk jangka waktu yang lama. Untuk
mengatasi permasalahan tersebut, diujicoba-
kanlah vaksin dalam bentuk kering beku yang
mudah dalam proses mobilitas serta diharapkan
mampu mempertahankan kualitas dalam jangka
waktu lama (Kumru et al. 2014). Guna mem-
pertahankan kualitas sekaligus meningkatkan
imunogenisitas vaksin perlu disalut dengan ba-
han seperti kitosan, susu skim, dan maltodeks-
trin.

Kitosan merupakan bahan polimer yang
terbukti efektif dalam melindungi sel. Penam-
bahan kitosan 1% dapat menghasilkan viabilitas
dan perlindungan lebih baik pada sel Lactoba-
cillus acidophilus (Cock & Castillo 2013). Susu
skim merupakan bahan dari pemisahan lemak.
Susu skim dapat ditambahkan dalam probiotik.
Kanmani et al. (2011) menyatakan bahwa pro-
biotik bakteri Streptococcus phocae yang ditam-
bahkan susu skim 10% dan trehalosa menunjuk-
kan sintasan lebih 85%. Maltodekstrin merupa-
kan produk yang dihasilkan dari hidrolisis pati
oleh enzim a-amilase secara parsial sebagai
sumber oligosakarida (Husniati 2009). Penam-
bahan maltodekstrin 10% ke Bacillus sp. dosis
0,5% probiotik meningkatkan sintasan 75 + 12,5
% pada ikan nila (Utami et al. 2015).

Oleh karena itu, dilakukan penelitian
mengenai penyalut yang paling efektif diguna-
kan untuk vaksin kering beku S. agalactiae da-
lam penanggulangan penyakit streptococcocis.

Penambahan penyalut pada vaksin diharapkan
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mampu menginduksi sistem kekebalan terhadap

penyakit streptococcocis pada ikan nila.

Bahan dan metode
Bahan uji

Ikan nila berbobot + 20 g didapatkan dari
Balai Pengembangan Benih Ikan Air Tawar
(BPBIAT) Wanayasa, Purwakarta. Bakteri yang
digunakan merupakan bakteri Streptococcus
agalactiae strain N14G dari koleksi Instalasi Ri-
set Pengendalian Penyakit Ikan (IRP2I) Depok.

Penelitian dilaksanakan pada bulan Okto-
ber 2017 hingga Juni 2018 bertempat di Instalasi
Riset Pengendalian Penyakit Ikan (IRP2I) De-
pok, Balai Riset Perikanan Budidaya Air Tawar
dan Penyuluhan Perikanan (BRPBATPP) Bogor
dan Pusat Antar Universitas (PAU), Institut Per-
tanian Bogor (IPB).

Rancangan penelitian

Penelitian diawali dengan pengujian in
vitro dan dilanjutkan pengujian in vivo. Uji in
vitro dilakukan untuk mencari dua komposisi
terbaik dari vaksin S. agalactiae kepadatan 3,95
x 10° c¢fu mL"! yang disalut bahan dan dosis
berbeda, sehingga terdiri atas enam perlakuan
(Tabel 1). Dosis yang digunakan mengacu pada
Cock & Castillo (2013), Kanmani ef al. (2011),
Husniati (2009) dan diseragamkan pada masing-
masing penyalut karena terdapat perbedaan
struktur molekul bahannya.

Uji in vivo terdiri atas enam perlakuan
dan tiga ulangan (Tabel 2) yang dilakukan untuk
mengetahui efektivitas penyalut vaksin terbaik
pada ikan nila dengan diuji tantang bakteri S.
agalactiae kepadatan 3,17 x 107 cfu mL™"! secara
intra peritoneal dengan dosis 0,1 mL kg™! bobot

tubuh ikan.

Tabel 1 Rancangan penelitian perlakuan komposisi vaksin uji in vitro

Perlakuan

Keterangan

A Vaksin yang disalut kitosan (1 %)

Vaksin yang disalut kitosan (10 %)

mom g0

Vaksin yang disalut susu skim (1 %)
Vaksin yang disalut susu skim (10 %)
Vaksin yang disalut maltodekstrin (1 %)
Vaksin yang disalut maltodekstrin (10 %)

Tabel 2 Rancangan penelitian perlakuan vaksin uji in vivo pada ikan nila

Perlakuan Keterangan

A Ikan nila yang menggunakan vaksin cair dan diuji tantang

B Ikan nila yang tidak menggunakan vaksin dan diuji tantang

C Ikan nila yang diinjeksikan vaksin kering beku terbaik pertama hasil uji in vitro dan diuji
tantang

D Ikan nila yang diinjeksikan vaksin kering beku terbaik kedua hasil uji in vitro dan diuji
tantang
Ikan nila yang diinjeksikan hanya dengan penyalut terbaik pertama dan diuji tantang

F Ikan nila yang diinjeksikan hanya dengan penyalut terbaik kedua dan diuji tantang
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Prosedur penelitian

Pembuatan vaksin cair . Bakteri S. aga-
lactiae dikultur pada media Brain Heart Infu-
sion Agar (BHIA) dengan metode sebar dengan
pemberian isolat sebesar 0,1 mL per cawan petri
sebanyak 3 petri dan diinkubasi dalam inkubator
dengan suhu 28°C selama 72 jam. Hasil biakan
dipanen ke Phosphat Buffered Saline (PBS) 99
mL dan dikumpulkan ke dalam botol. Bakteri
diinaktivasi dengan formalin sebesar 1% dari to-
tal volume yakni 1 mL.

Pembuatan vaksin kering beku. Vaksin

cair 30 mL ditambahkan penyalut (kitosan, susu
skim, dan maltodekstrin) sesuai dengan perlaku-
an. Dosis 1% ditambahkan bahan penyalut 0,3 g
dan dosis 10% ditambahkan bahan penyalut 3 g,
kemudian dihomogenkan, dan dilakukan proses
pengeringan beku. Proses kering beku menggu-
nakan mesin coolsafe Scanvac dari Chemo-
science Pte Ltd. dimulai dengan menyalakan
mesin hingga indikator suhu mencapai -100 °C.
Memasukkan sampel dan menyalakan vacuum
selama 3 hari sampai sampel berubah dari ben-

tuk beku menjadi kering beku.

Parameter penelitian

Tahap 1. Uji in vitro

1. Uji kelarutan
Uji kelarutan dilakukan langsung setelah

vaksin berbentuk kering beku dengan melarut-

kan ke dalam larutan PBS. Pengukuran dila-
kukan secara kualitatif berdasarkan Tabel 3.

2. Uji viabilitas sel

Vaksin dosis 0,1 mL disebar ke media
BHIA dan diinkubasi selama 72 jam pada suhu
28 °C. Pengamatan dilakukan terhadap pertum-
buhan bakteri S. agalactiae. Reaksi positif di-
tandai dengan adanya koloni yang tumbuh pada
media dan reaksi negatif apabila tidak ada kolo-

ni yang tumbuh.

3. Uji konsentrasi protein

Uji ini menggunakan metode Bradford
(1976) in Bollag & Edelstein (1991). Sebanyak
100 pL sampel ditambah dengan 1 mL pereaksi
Bradford. Pereaksi Bradford dibuat dari 0,01 g
coomasie brilian blue (CBB) G-250 yang dila-
rutkan dalam 5 mL etanol 95% dan 200 mL
phosphoric acid 88%. Sebanyak 30 mL larutan
stok ditambah 425 mL akuades, 15 mL etanol
95% dan 30 mL phosphoric acid 88%. Cam-
puran tersebut diencerkan dua kali, dihomoge-
nasi dan diukur absorbansinya pada panjang
gelombang 595 nm. Konsentrasi protein contoh
dihitung berdasarkan kurva standar yang dibuat
menggunakan Bovine Serum Albumin (BSA).
Data yang diperoleh diurutkan berdasarkan hasil

nilai tertinggi.

Tabel 3 Perbedaan kualitas tingkat kelarutan vaksin setelah dilarutkan kembali

Kualitas

Penjelasan

Larut sempurna

Warna larutan homogen, tidak terdapat endapan, dan apabila dilarutkan kembali

memiliki warna yang tidak berubah

Larut Warna larutan homogen, tidak terdapat endapan, dan apabila dilarutkan kembali

memiliki warna yang berubah

Sedikit larut Warna larutan sedikit homogen dan terdapat endapan
Tidak larut Warna larutan tidak homogen dan terdapat endapan
208 Jurnal Iktiologi Indonesia
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4. Uji berat molekul protein

Uji ini menggunakan metode Sodium
Dodecyl Sulphate-Polyacrylamide Gel Electro-
phoresis (SDS Page). Elektroforesis dilakukan
mengikuti metode Laemmli (1971) in Bollag &
Edelstein (1991) dengan tahapan persiapan gel
30% etanol dan 10% asam asetat selama 3-6 jam
pada suhu ruang. Larutan dibuang dan gel diren-
dam 5 kali pada 30% etanol. Inkubasi selama 30
menit. Etanol dibuang dan cuci gel 10 kali da-
lam air bebas ion, serta diinkubasi 10 menit. Gel
direndam 5 kali dalam 0,1% AgNO; yang dien-
cerkan. Inkubasi selama 30 menit suhu ruang
dan dicuci kembali pada air bebas ion. Gel di-
tambahkan 2,5% NaCOs dan 0,02% formalde-
hid, serta diinkubasi suhu ruang sambil diagitasi
hingga terbentuk pita. Gel dicuci kembali de-
ngan air bebas ion selama 10 menit. Data yang

diperoleh diurutkan berdasarkan hasil nilai ter-

tinggi.

Tahap 2. Uji in vivo

Ikan nila yang digunakan diadaptasikan
terlebih dahulu selama 2 minggu. Ikan nila beru-
kuran + 20 g disuntikkan vaksin dengan dosis
0,1 mL ekor! secara intra peritoneal pada wa-
dah bak berukuran 72 cm % 38 cm X 35 cm de-
ngan volume 60 liter dan kepadatan 30 ekor.
Pakan diberikan secara ad satiation pada pagi
dan sore, serta dipelihara selama 21 hari. Uji
tantang dilakukan dengan menginjeksikan
bakteri S. agalactiae dengan kepadatan 3,17 X
107 cfu mL"! dengan dosis 0,1 mL ekor™! (berda-
sarkan hasil uji LD50 yang dilakukan) secara
intra peritoneal dan dipelihara selama 21 hari
pasca penyuntikan. Sampling titer antibodi dan

total leukosit dilakukan seminggu sekali.

Volume 19 Nomor 2, Juni 2019

1. Sintasan
Sintasan dihitung menggunakan rumus

(Effendie 1997):

Sint %100
= —2X
mtasan 5

Keterangan: Ni= Jumlah ikan yang hidup pada akhir
pengamatan (ind), No= Jumlah ikan pada awal penga-
matan (ind)

2. Level proteksi relatif (RPS)

Level proteksi relatif diukur melalui nilai
Relative Percentage Survival (RPS) dengan ru-
mus (Ellis 1988):

% Mortalitas ikan yang divaksin

% Mortalitas ikan kontrol

RPS=1— X 100
3. Titer antibodi

Pengukuran titer antibodi dilakukan de-
ngan menggunakan metode Roberson (1990),
yaitu teknik aglutinasi langsung dengan meng-
gunakan microtitre plate. Pengamatan dilakukan
terhadap beberapa ekor sampel ikan uji. Serum
darah ikan uji dimasukkan ke dalam microtube
1,5 mL. Serum disentrifus dengan kecepatan
10.000 rpm selama 10 menit. Dilakukan uji
aglutinasi dalam microplate dengan komposisi
serum 25 pL dan bakteri S. agalactiae 25 pL.
Keberadaan antibodi dapat dideteksi 24 jam

dengan adanya aglutinasi pada sumur.

4. Total leukosit

Total leukosit menggunakan metode
Blaxhall & Daisley (1973). Darah dihisap de-
ngan pipet bulir putih sampai skala 0,5 dan
ditambahkan larutan Turk’s sampai skala 11.
Kedua ujung ditutup sejajar dan digerakkan
membentuk angka delapan selama 5 menit. Dua
tetes pertama dibuang dan sisanya diteteskan di
atas haemacytometer. Rumus perhitungan total

leukosit, yaitu:
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Total = X sel terhitung X I S fp proteksi relatif, dan total leukosit dianalisis
volume kotak besar

menggunakan one way (ANOVA), sedangkan
Keterangan: fp = faktor pengenceran

data titer antibodi dianalisis secara deskriptif.
Data ditabulasi menggunakan bantuan program

Microsoft Excel 2016 dan SPSS 23 dengan se-

Analisis data

Data uji in vitro, diseleksi secara deskrip-

o .
tif untuk menentukan dua perlakuan terbaik. lang kepercayaan 95%. Apabila berpengaruh

o T nyata, maka akan dilakukan Uji Duncan.
Data uji in vivo yang meliputi: sintasan, level

Tabel 4 Hasil pengujian kelarutan, viabilitas sel, kelarutan, dan konsentrasi protein perlakuan vaksin

dengan penyalut berbeda
Hasil Pengujian
No Perlakuan L Konsentrasi Protein
Kelarutan Viabilitas Sel (mg mL)
. A (Vaksin+Kitosan 1%) Larut sempurna Tidak viabel 0,292
2. B (Vaksint+Kitosan 10%) Larut sempurna Tidak viabel 0,769
3. C (Vaksint+Susu skim 1%) Sedikit larut Tidak viabel 0,308
4. D (VaksintSusu skim 10%) Sedikit larut Tidak viabel 0,334
5. E (Vaksin+Maltodekstrin 1%) Larut sempurna Tidak viabel 0,162
6.  F (VaksintMaltodekstrin 10%) Larut sempurna Tidak viabel 0,147
Tabel 5 Hasil pengujian berat molekul protein vaksin dengan penyalut berbeda
Berat Molekul Perlakuan (kDa)
No  Vaksin A B C D E F
cair (V+K1%)  (V+K10%)  (V+SS1%)  (V+SS10%)  (V+M1%)  (V+M10%)
1. 121,53 - - - - - -
2. 114,29 - - 114,29 114,29 - -
3. 95,06 - - 95,06 95,06 - -
4. 84,07 - - - - - -
5. 79,07 - - - - - -
6. 65,77 65,77 65,77 65,77 65,77 - -
7. 58,17 - - - - - -
8. 45,50 - - 45,50 45,50 - -
9. 37,84 37,84 37,84 37,84 37,84 - -
10. 26,18 26,18 26,18 - - - -
11. 23,16 23,16 23,16 23,16 23,16 - -
12. 16,02 12,53 12,53 16,02 16,02 - -
13. 12,53 - - 12,53 12,53 - -
14. 9,22 - - 9,22 9,22 - -

Keterangan :(-): Tidak ada nilai yang terdeteksi
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Hasil
Tahap 1. Uji in vitro

Vaksin yang digunakan merupakan vak-
sin hasil seleksi terbaik secara in vitro, yakni
vaksin yang disalut kitosan 1 % dan 10 % de-
ngan hasil steril, larut sempurna, memiliki nilai
konsentrasi protein (0,292 dan 0,769 mg mL),
dan memiliki berat molekul, yaitu: 65,77; 37,84;
26,18; 23,16 dan 12,53 kDa (Tabel 4). Hasil uji
in vitro disajikan pada Tabel 4 dan 5.

Tahap 2. Uji in vivo

Hasil pemeliharaan menunjukkan sin-
tasan perlakuan C berbeda nyata (P < 0,05)
terhadap semua perlakuan dengan nilai 92,22 +

3,85%. Level proteksi relatif (RPS) juga menun-

jukkan perlakuan C memberikan hasil berbeda
nyata (P < 0,05) dengan semua perlakuan de-
ngan nilai 85,21 £ 7,20 %. Nilai sintasan dan
RPS disajikan pada Tabel 6.

Titer antibodi menunjukkan perlakuan C
menunjukkan hasil titer antibodi tertinggi diban-
dingkan lainnya, kemudian diikuti dengan perla-
kuan D. Titer antibodi semua perlakuan dapat
dilihat pada Gambar 1.

Nilai leukosit selama pemeliharaan me-
nunjukkan perlakuan A, C dan D memberikan
pengaruh nyata (P < 0,05) terhadap perlakuan B,
namun tidak berpengaruh nyata (P > 0,05) terha-
dap perlakuan E dan F. Total leukosit selama

pemeliharaan disajikan pada Gambar 2.

Tabel 6 Nilai sintasan dan RPS setiap perlakuan yang diuji tantang menggunakan S. agalactiae

No.  Perlakuan Sintasan (%) RPS (%)
1. A (Vaksin) 72,22 £ 6,94° 46,74 £10,732
2. B (Tidak divaksin) 46,67 + 8,82% -
3. C (Vaksin kering beku kitosan 1 %) 92,22 + 3,85°¢ 85,21 + 7,20°
4. D (Vaksin kering beku kitosan 10 %) 75,56 + 8,39° 55,00 £ 8,58
S. E (Kitosan 1%) 68,89 + 8,39° 42,28 + 6,87°
6. F (Kitosan 10%) 72,22 £5,09° 48,01 + 1,76

Keterangan: (-): Tidak dilakukan pengukuran. Huruf yang berbeda menunjukkan hasil yang berbeda nyata (P < 0,05).
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Gambar 1 Titer antibodi beberapa perlakuan A (vaksin cair), B (tidak divaksin), C (vaksin kering beku
kitosan 1%), D (vaksin kering beku kitosan 10%), E (kitosan 1%), F (kitosan 10%) yang diuji
tantang menggunakan S. agalactiae pada setiap perlakuan mulai dari pra vaksinasi (minggu
ke - 0), vaksinasi (minggu ke - 1, 2, 3), dan pasca uji tantang (minggu ke - 4, 5, 6)
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Gambar 2 Total sel darah putih (leukosit) pada setiap perlakuan A (vaksin cair), B (tidak divaksin), C
(vaksin kering beku kitosan 1 %), D (vaksin kering beku kitosan 10 %), E (kitosan 1 %), F
(kitosan 10 %) mulai dari pra vaksinasi (minggu ke - 0), vaksinasi (minggu ke - 1, 2, 3), dan
pasca uji tantang (minggu ke - 4, 5, 6). Huruf yang berbeda menunjukkan hasil yang berbeda
nyata (P <0,05)
Pembahasan kitosan memiliki berat molekul protein karena

Vaksin tidak viabel menandakan bahwa
vaksin yang digunakan sudah dalam keadaan
inaktif, sehingga aman bagi ikan dan tidak ada
resiko bersifat virulen. Vaksin ikan juga harus
larut sempurna (homogen) agar vaksin yang ma-
suk ke inang jumlahnya tetap. Hasil larut sem-
purna diperoleh vaksin yang disalut kitosan dan
maltodekstrin. Hal ini diduga karena bahan pe-
nyalut yang digunakan, baik kitosan maupun
maltodekstrin dapat larut dalam air (Kurniasih
& Kartika 2011; Pentury et al. 2013). Vaksin
yang disalut susu skim menghasilkan hasil ku-
rang larut, karena sebagian besar kandungan
susu skim merupakan kasein yang merupakan
protein hidrofobik atau protein yang tidak larut
dalam air (Estiasih 2012).

Nilai berat molekul perlakuan pada se-
mua vaksin kering beku terjadi pengurangan
jumlah nilai berat molekul. Hal ini diduga kare-
na proses kering beku, dapat mengurangi atau
menghilangkan protein yang terdapat dalam
vaksin. Nahariah et al. (2015) menyatakan bah-
wa proses kering beku dapat mengakibatkan
perubahan struktur jaringan bahan yang dike-

ringkan. Perlakuan vaksin A dan B yang disalut
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kitosan menghasilkan zat pelindung mukosa
(Irianto & Muljanah 2011), sehingga kandungan
vaksin bisa terlindungi. Sama halnya dengan
perlakuan C dan D dengan bahan penyalut susu
skim diduga karena susu skim dapat melindungi
bakteri selama proses pembekuan (Sari &
Moeljaningsih 2011) yang mampu melindungi
kandungan vaksin. Berbeda dengan perlakuan E
dan F yakni bahan penyalut maltodekstrin yang
tidak menghasilkan berat molekul protein kare-
na konsentrasi yang digunakan terlalu besar, se-
hingga penyalut membungkus vaksin terlalu
kuat dan vaksin tidak dapat terdeteksi.

Vaksin kering beku kitosan 1% membe-
rikan proteksi paling baik diduga karena penya-
lut kitosan memberikan proteksi sebagai bahan
anti mikroba, selain dari vaksin inaktif S. aga-
lactiae. Terbukti pada ikan yang hanya diberi-
kan kitosan, memberikan hasil tidak berbeda
nyata dengan ikan hasil vaksinasi. Konsentrasi
kitosan yang digunakan harus dalam jumlah
sedikit agar bahan kitosan tidak menghambat
paparan epitop vaksin inaktif yang diberikan.
Ini dibuktikan dengan perlakuan D mengguna-

kan penyalut kitosan lebih banyak, namun
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menghasilkan nilai sintasan yang lebih rendah
dibanding perlakuan C. Besarnya konsentrasi
kitosan yang digunakan diduga membuat zat
pelindung yang dihasilkan juga banyak, sehing-
ga vaksin yang sedianya diperuntukkan memicu
respons imun spesifik bagi inang menjadi tidak
efektif.

Vaksin kering beku kitosan 1% (perlaku-
an C) juga efektif digunakan sebagai vaksin un-
tuk menanggulangi infeksi S. agalactiae, karena
memiliki nilai RPS > 50 % (Ellis 1988). Vaksin
yang disalut kitosan 10 % (perlakuan D) meski-
pun memiliki nilai RPS > 50 %, namun hasil uji
statistik tidak berbeda nyata dengan perlakuan
lain.

Antibodi berperan sebagai sistem perta-
hanan tubuh ikan dalam melumpuhkan patogen
yang masuk (Sukenda et al. 2014). Awal vaksi-
nasi (M1-M3) tidak menunjukkan peningkatan
yang signifikan yang disebabkan karena bakteri
yang masuk ke tubuh ikan sudah dalam bentuk
inaktif, sedangkan pada masa uji tantang (M4-
M6) menunjukkan terjadi peningkatan pada
semua perlakuan vaksin cair, kering beku dan
kitosan. Peningkatan tertinggi ditunjukkan pada
perlakuan C. Hal ini menandakan perlakuan
vaksin yang disalut kitosan 1 % mampu meres-
pons dengan baik antigen yang masuk, sehingga
sel B memproduksi antibodi dan melindungi se-
cara spesifik serangan bakteri S. agalactiae
(Biller et al. 2014).

Leukosit merupakan bagian yang berkait-
an dengan sistem imun. Penggunaan vaksin S.
agalactiae yang disalut dengan kitosan tidak
memberikan pengaruh yang nyata (P > 0,05)
terhadap peningkatan jumlah leukosit ikan. Awal
vaksinasi (M1), hampir semua perlakuan menun-
jukkan peningkatan jumlah leukosit yang diduga

karena adanya zat asing yang masuk ke dalam
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tubuh inang sebagai upaya pertahanan tubuh
(Sukenda et al. 2014). Pe-ningkatan jumlah sel
leukosit juga terjadi saat uji tantang (M4) pada
semua perlakuan. Hal ini diduga karena adanya
infeksi bakteri yang masuk pada uji tantang, se-
hingga meningkatkan jumlah leukosit (Matofani
et al. 2013). Hartika et al. (2014) berpendapat
bahwa peningkatan jumlah leukosit ikan berpe-
ran cukup besar terhadap serangan penyakit dan
infeksi. Terjadi penurunan pada minggu ke-5 dan
ke-6 (M5 dan M6) di semua perlakuan diduga
karena jumlah bakteri dalam inang menurun, se-
hingga leukosit juga menurun dan digantikan

oleh antibodi (Matofani ef al. 2013).

Simpulan

Vaksin Streptococcus agalactiae yang di-
salut kitosan 1% efektif untuk meningkatkan
sifat imunitas ikan nila (Oreochromis niloticus)
dengan nilai sintasan mencapai 92,22 + 3,85 %,
Relative Percent Survival 85,21 + 7,20%, serta

titer antibodi tertinggi.
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