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ABSTRAK

Ko-infeksi bakteri Aeromonas hydrophila dan Streptococcus agalactiae rentan terjadi pada budidaya nila, sehingga
pencegahan menggunakan vaksin koktail yang mengandung kedua bakteri tersebut merupakan langkah
yang tepat untuk pengendaliannya. Penelitian ini bertujuan untuk menganalisa respon imun spesifik (antibodi)
serum ikan nila yang divaksinasi dengan vaksin koktail A. hydrophila dan S. agalactiae dengan menggunakan
ELISA. Penelitian dilakukan dalam dua tahap, tahap pertama adalah optimalisasi ELISA, yang terdiri atas
persiapan antigen dan penentuan konsentrasi optimum antigen untuk deteksi antibodi dan tahap kedua
adalah mendeteksi antibodi pasca vaksinasi ikan nila. Hasil penelitian menunjukkan bahwa konsentrasi
optimum antigen A. hydrophila dan S. agalactiae untuk penentuan antibodi dalam ikan nila masing-masing
sebesar 10 ug/mL. Konsentrasi tersebut dapat digunakan untuk mendeteksi antibodi serum pada ikan nila
setelah diberi vaksin koktail A. hydrophila dan S. agalactiae. Titer antibodi ikan nila pada minggu kedua sam-
pai pada minggu kelima pada kelompok vaksinasi secara signifikan lebih tinggi dibanding kontrol (P<0,05).

KATAKUNCI: antigen, antibodi, ELISA, Aeromonas hydrophila, Streptococcus agalactiae

ABSTRACT:  Development of ELISA method to detect specific immune response in nile tilapia (O. niloticus)
vaccinated against A. hydrophila and S. agalactiae. By: Tuti Sumiati, Sukenda, Sri Nuryati, and
Angela Mariana Lusiastuti

Co-infection of A. hydrophila and S. agalactiae susceptible in cultured tilapia, prevention using a cocktail vaccine
containing both bacterias are the right step to control the diseases. The objectives of this study was to development of
ELISA method to detect specific immune response in nile tilapia (0. niloticus) vaccinated against A. hydrophila and S.
agalactiae. The study was conducted in two stages, the first stage was to optimized of ELISA, were consist of prepared
and determined the optimum concentration of antigen for antibody detection and the second phase was to measured
antibody tilapia. The results showed that the optimum concentration of both antigen A. hydrophila and S. agalactiae
for determination of antibody in tilapia was 10 pg/mL. The value concentration can used to detect antibody serum in
tilapia post vaccination with cocktail vaccine against A. hydrophila and S. agalactiae. Antibody titers of vaccination
group in the second week until the fifth week were significantly higher than controls (P.<0.05).

KEYWORDS:  antigen; antibody; ELISA; Aeromonas hydrophila; Streptococcus agalactiae

PENDAHULUAN kejadian penyakit. Kasus penyakit pada budidaya nila
disebabkan oleh beberapa jenis patogen, salah satu-
nya dari jenis bakteri. Bakteri yang teridentifikasi
menginfeksi antara lain A. hydrophila dan Streptococ-
cus sp. Akibat dari penyakit bakterial tersebut telah
menjadi faktor penghambat pada peningkatan hasil
produksi pada budidayanya (Supriyadi et al., 2005).
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Budidaya ikan nila menyebar hampir di seluruh
penjuru tanah air. Pesatnya intensifikasi budidaya
tanpa disertai dengan pengelolaan lingkungan dan
manajemen pakan yang baik mendorong peningkatan
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mililiter maka dapat menjadi patogen (Irianto, 2003)
dapat mengakibatkan kematian 10%-70% (Ibrahem et
al., 2008). Sedangkan Lusiastuti et al. (2009) melapor-
kan bahwa kasus Streptococcosis di Waduk Cirata,
Jawa Barat disebabkan oleh S. agalactiae, bakteri ini
dapat mengakibatkan kematian yang tinggi sekitar
60%-70% (Siti-Zahrah et al., 2008; Toranzo et al., 2009).
Keberadaan infeksi gabungan (ko-infeksi) penyakit
ini pada ikan nila terjadi di KJA Waduk Cirata sebe-
sar 20% dari populasi di karamba. Kedua bakteri ini
memberikan gejala klinis pada ikan nila berupa pen-
darahan pada permukaan tubuh dan mata menonjol
(Sugiani, 2012).

Pencegahan merupakan langkah paling ideal untuk
pengendalian kasus penyakit pada budidaya ikan.
Metode vaksinasi merupakan salah satu metode yang
efektif dengan risiko yang kecil. Vaksinasi bertujuan
untuk menginduksi imunitas jangka panjang dengan
merangsang komponen dari respon imun spesifik
(memori antibodi). Hasil beberapa penelitian menun-
jukkan bahwa terdapat perbedaan pada beberapa pa-
rameter imunitas seperti gambaran darah, indeks fa-
gositosis, aktivitas lisosim, aktivitas komplemen, dan
produksi antibodi spesifik pada ikan yang divaksin
dibanding kontrol (Vivas et al., 2005; Tengjaroenkul &
Yowarach, 2009; Zheng et al., 2012; Sugiani et al.,
2012).

Keberadaan respon imun spesifik ditunjukkan
dengan peningkatan produksi antibodi pada ikan
yang divaksin dan dapat dideteksi dengan beberapa
metode yang sudah banyak dikembangkan, salah sa-
tunya adalah metode indirect-enzim linked immunosor-
bent assay (ELISA). Prinsip ELISA secara umum adalah
mendeteksi adanya antibodi atau antigen dalam sam-
pel. Adanya ikatan antara antigen dan antibodi yang
berpasangan ditandai dengan menggunakan enzim
spesifik dan dideteksi melalui penambahan substrat
dan dapat dilihat secara visual melalui perubahan war-
na (Crowther, 1995), atau dengan bantuan alat yang
dikenal dengan ELISA reader dengan panjang gelom-
bang tertentu.

Penelitian ini bertujuan untuk melakukan pe-
ngembangan metode ELISA untuk mendeteksi res-
pon imun spesifik pada ikan nila (0. niloticus) yang
divaksinasi terhadap A. hydrophila dan S. agalactiae.

BAHAN DAN METODE

Ikan

Ikan uji menggunakan ikan nila (O. niloticus) ber-
ukuran 16,5 g = 3,4 yang berasal dari Instalasi Pene-
litian Plasma Nutfah Ikan Budidaya Air Tawar, Cijeruk.
Berdasarkan penelusuran rekam jejak dari populasi
ikan uji tidak ada riwayat terjadi kasus infeksi penya-
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kit dari bakteri target yaitu A. hydrophila dan S. aga-
lactiae. Selain itu, selama masa aklimatisasi tidak di-
temukan adanya gejala penyakit dari karakteristik
yang akan muncul ketika terinfeksi penyakit MAS dan
streptococcosis atau kondisi ikan sudah stabil.

Vaksinasi dan Uji Tantang

Vaksin koktail bakterin A. hydrophila dan S. aga-
lactiae yang digunakan merupakan hasil gabungan
vaksin monovalen dari masing-masing bakterin dengan
konsentrasi 10'"" CFU/mL dengan formulasi 25% A.
hydrophila dan 75% S. agalactiae (Sumiati et al., 2012).
Aplikasi vaksin dilakukan dengan teknik perendam-
an, dengan cara vaksin diencerkan terlebih dahulu
dengan dosis 1 mL vaksin ke dalam 10 L air bersih.
Vaksinasi ikan nila dilakukan terhadap dua kelom-
pok, kelompok pertama ikan direndam dalam laru-
tan vaksin yang sudah diencerkan selama 15-30 me-
nit sambil diaerasi, untuk kontrol ikan direndam da-
lam air tanpa vaksin. Ikan dipelihara sampai minggu
keenam, kemudian dilakukan vaksinasi ulang (booster)
secara oral melalui pakan. Vaksinasi booster dilakukan
selama lima hari dengan dosis 2-3 ml/kg bobot ikan,
kemudian ikan dipelihara kembali selama dua ming-
gu. Untuk kelompok kedua, setelah ikan divaksinasi
pada minggu ketiga dilakukan uji tantang dengan ko-
infeksi dengan bakteri aktif A. hydrophila 108 cfu/mL
dan S. agalactiae 10* cfu/mL. lkan diinjeksi secara in-
tra peritoneal sebanyak 0,1 mL/ekor, kemudian dipe-
lihara selama 14 hari.

Sampel Serum

Kelompok pertama, pengambilan darah dilakukan
sebelum vaksinasi dan dua minggu setelah booster.
Serum yang dihasilkan digunakan sebagai kontrol
negatif (sebelum vaksinasi) dan kontrol positif (se-
telah booster) pada optimalisasi ELISA.

Untuk kelompok kedua, pengambilan darah un-
tuk koleksi serum dilakukan sebelum vaksinasi, dua
minggu setelah vaksinasi, dan dua minggu setelah uji
tantang, dan digunakan sebagai sampel pada uji ELISA.
Sampel darah dikumpulkan dari empat ekor ikan un-
tuk setiap kelompok vaksinasi dan kontrol. Darah di-
ambil tanpa menggunakan anti-koagulan, dan serum
yang diperoleh disimpan pada -20°C sampai digunakan.

Tahap I. Optimalisasi ELISA

Preparasi antigen dan ekstraksi protein

Sumber antigen yaitu: bakteri A. hydrophila isolat
AHL0905-2 dan S. agalactiae isolat N, ,G yang akan
digunakan merupakan koleksi BPPBAT Kementerian
Kelautan dan Perikanan. Bakteri A. hydrophila diino-
kulasi pada media Triptic Soy Agar (TSA) dan S. aga-
lactiae diinokulasi pada media Brain Heart Infussion
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Agar (BHIA). Kemudian diinkubasi selama 24 jam, se-
lanjutnya dipanen ke dalam 10 mL salin 0,85%.

Sebagian dari masing-masing sediaan antigen di-
lakukan pengujian kepadatan bakteri (SNI: 01-2332.
3-2006), dan sebagian lagi disonikasi pada 40 Hz se-
lama lima menit (on ice), selanjutnya disentrifugasi
selama 60 menit pada 3.000 g dan suhu 4°C (Sugiani
et al. 2014). Antigen siap untuk dilakukan penguku-
ran kadar protein (Bradford, 1976).

Pengukuran konsentrasi dan titrasi protein

Larutan standar protein dibuat larutan stok bo-
vine serum albumin (BSA) dengan konsentrasi 1.000
mg/L, kemudian diencerkan sehingga diperoleh laru-
tan stok BSA 100 mg/L. Dari larutan stok tersebut di-
buat pengenceran seri dengan konsentrasi 0, 10, 20,
30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, dan 100 mg/L. Kemudian
dilakukan pengukuran terhadap standar protein ter-
larut dengan menambahkan 0,1 mL seri larutan stan-
dar dengan 5 mL reagen Bradford, lalu divortex dan
diinkubasi pada suhu ruang selama 10-60 menit, ke-
mudian dibaca pada panjang gelombang 595 nm.
Dengan menggunakan regresi linear, akan didapat-
kan persamaan matematik untuk larutan standar pro-
tein yang diperoleh dari nilai absorbansi standar,
yang akan digunakan pada pengukuran konsentrasi
protein sampel.

Pengukuran konsentrasi protein sampel. Pengu-
kuran sampel dilakukan dengan cara menambahkan
0,1 mL antigen dengan 5 mL reagen Bradford divor-
tex dan diinkubasi pada suhu ruang selama 10-60
menit. Absorbansi larutan sampel protein dibaca pa-
da panjang gelombang 595 nm (Bradford, 1976).
Dengan persamaan matematik dari kurva standar
protein, akan didapatkan kadar protein terlarut yang
terkandung dari masing-masing antigen.

Optimalisasi konsentrasi antigen. Optimalisasi
konsentrasi dilakukan dengan tujuan untuk menge-
tahui konsentrasi optimal antigen melalui titrasi pro-
tein (Lubis, 2013). Larutan buffer yang digunakan da-
lam penelitian ini adalah 0,1 M karbonat-bikarbonat
pH 9,6. Titrasi protein dilakukan mulai dari konsen-
trasi 40 ug/mL diencerkan serial 40, 20, 10, 5, 2,5
pug/mL dimasukkan ke dalam sumur mikrotiter. Ke-
mudian diinkubasi pada suhu 4°C selama semalam.
Selanjutnya dilakukan uji indirect ELISA, sehingga da-
ri nilai OD yang dihasilkan diperoleh konsentrasi an-
tigen yang optimal digunakan untuk pengujian sam-
pel antibodi serum ikan nila.

Tahap Il. Indirect enzime-linked immunosorbent
assay

Pengukuran titer antibodi sampel dilakukan de-
ngan menggunakan metode indirect ELISA terhadap

(Tuti Sumiati)

antigen-antibodi perlakuan. Metode yang dilakukan
mengadopsi metode Pasnik et al. (2005), dan Sugiani
et al. (2014) dengan menggunakan 96 sumur cawan
mikrotiter. Konsentrasi antigen disesuaikan dengan
hasil konsentrasi optimal. Setiap sumur dilapisi de-
ngan 50 uL dari masing-masing konsentrasi antigen
A. hydrophila atau S. agalactiae yang diencerkan da-
lam 50 pL buffer karbonat-bikarbonat 0,1 M (pH 9,6),
kemudian diinkubasi selama satu malam pada 4°C.
Sumur mikrotiter dicuci dengan phosphate buffer sali-
ne (PBS pH 7,4) mengandung Tween-20 (PBS-T 0,05%)
kemudian ditutup dengan BSA 3% dalam PBS, diin-
kubasi selama satu jam pada 25°C selanjutnya dicuci
kembali dengan PBS-T 0,05.

Sampel serum ikan hasil perlakuan diencerkan
1:50 dengan PBS-T (pH 7,2) kemudian ditambahkan
ke dalam sumur mikrotiter yang telah dilapisi anti-
gen homolog, dengan tiga kali ulangan. Cawan diin-
kubasi pada 25°C selama satu jam dan dicuci dengan
PBS-T 0,05. Imunoglobulin Rabbit Anti-Tilapia poliklo-
nal antibodi (1:200, dengan PBS-T pH 7,2) sebanyak
100 pL ditambahkan ke dalam mikrotiter dan diinku-
basi selama satu jam pada suhu 25°C.

Peroksidase konjugat goat anti rabbit 1gG dien-
cerkan 1:5.000 kemudian ditambahkan sebanyak 100
puL ke dalam masing-masing sumur dan diinkubasi
pada 25°C selama satu jam. Sumur mikrotiter dicuci
dan ditambahkan one step ultra TMB-ELISA 100 uL dan
diinkubasi selama 20 menit pada suhu 25°C. Reaksi
dihentikan dengan menambahkan 100 puL, 1 M H,SO,,
dan cawan mikrotiter diinkubasi pada 25°C selama
lima menit dan nilai optical density (OD) dicatat pada
absorbansi 450 nm.

Analisa Data

Data titer antibodi dianalisis dengan ¢t student-
test. Hasil pengujian dianggap signifikan pada nilai
probabilitas P <0,05.

HASIL DAN BAHASAN

Tahap |

Pelapisan antigen merupakan tahap pertama pada
proses ELISA, dan ini merupakan proses ketika anti-
gen dan antibodi yang sesuai dilarutkan dan diinku-
basi hingga terabsorpsi pada permukaan sumur mik-
rotiter. Absorpsi terjadi secara pasif sebagai hasil
interaksi hydrofobik antara rantai asam amino pada
antigen atau antibodi yang digunakan untuk melapi-
si dan permukaan cawan mikrotiter. Hal itu tergan-
tung pada waktu dan suhu inkubasi, pH buffer, dan
konsentrasi antigen.

Hasil penghitungan kepadatan sel bakteri yang
akan digunakan sebagai antigen untuk pelapis dipe-
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roleh nilai sebesar 1,84 x 10'" cfu/mL untuk A. hydro-
phila dan 0,74 x 10° untuk S. agalactiae. Sedangkan
hasil pengujian konsentrasi protein antigen dengan
metode Bradford disajikan pada Tabel 1.

Antigen merupakan suatu bahan atau senyawa
yang dapat merangsang pembentukan satu jenis atau
lebih antibodi. Antigen ini dapat berwujud protein,
lemak, dan polisakarida (Wibawan & Soejoedono,
2013). Pada penelitian ini, hasil penghitungan kepa-
datan bakteri berbanding lurus dengan konsentrasi
proteinnya. Berdasarkan data yang diperoleh diketa-
hui bahwa baik kepadatan sel maupun konsentrasi
protein pada antigen A. hydrophila lebih tinggi dari-
pada konsentrasi protein antigen S. agalactiae. Data
tersebut menunjukkan bahwa konsentrasi awal dari
masing-masing antigen berbeda. Oleh karena itu, se-
belum antigen tersebut digunakan untuk melakukan
uji ELISA, maka harus dilakukan optimalisasi konsen-
trasi antigen terlebih dahulu.

Konsentrasi antigen yang optimal menjadi lang-
kah penting dalam proses deteksi antibodi menggu-
nakan ELISA. Hasil optimalisasi ELISA dinyatakan da-

Tabel 1. Konsentrasi protein antigen A. hydrophila

dan S. agalactiae yang disonikasi

Table 1.  Protein concentration of antigens A. hydrophila

and S. agalactiae that was sonicated

Antigen
Antigen

Konsentrasi protein
Protein concentration (mg/mL)

3.54
0.05

A. hydrophila
S. agalactiae

0.50
10,0.41
0.40 -

0.30 4

lam bentuk konsentrasi optimal antigen hasil titrasi
dengan konsentrasi yang sudah ditentukan. Hasil
pengujian konsentrasi optimal antigen A. hydrophila
dan S. agalactiae disajikan pada Gambar 1 dan 2.

Hasil yang diperoleh menunjukkan bahwa selisih
nilai OD antara kontrol positif dan kontrol negatif
paling tinggi diperoleh dari konsentrasi antigen 10
pg/mL baik untuk A. hydrophila sebesar 0,3161 mau-
pun S. agalactiae sebesar 0,2147. Thuvander et al.
(1987) menggunakan antigen dengan konsentrasi 10
ug/mL antigen untuk deteksi Vibrio anguillarum pada
trout pelangi. Estevez et al. (1994) hanya memerlu-
kan 1 pg/mL untuk mendeteksi V. anguillarum pada
turbot. Sedangkan Romstad et al. (2014) mengguna-
kan 5 pg/mL untuk mengetahui potensi vaksin pada
Atlantic salmon dengan melakukan uji serologis bak-
teri A. salmonicida. Konsentrasi antigen tergantung
jenis antigen yang dipakai, antigen dari jenis protein
umumnya memerlukan konsentrasi yang lebih kecil
dibandingkan dari lipid ataupun karbohidrat. Crowther
(1995) menjelaskan bahwa konsentrasi antigen opti-
mal sebagai pelapis cawan mikrotiter yang diguna-
kan pada metode indirect ELISA berada di kisaran 1-10
pg/mL.

Estimasi konsentrasi antigen sangat penting da-
lam uji ELISA, pada kondisi antigen berlebih maka
proses penempelan antigen-antibodi tidak maksi-
mal, sehingga antibodi akan terlepas dan terbuang
pada saat pencucian. Begitu juga jika antigen yang
berfungsi melapisi permukaan cawan dalam jumlah
yang kurang, maka permukaan cawan lebih banyak
yang kosong sehingga antibodi yang ditambahkan
tidak maksimal berikatan dengan antigen. Oleh kare-

A. hydrophila
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—
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Gambar 1.
pengenceran antigen A. hydrophila

Figure 1.
dilutions of antigen of A. hydrophila

Nilai OD ELISA serum kontrol positif dan kontrol negatif ikan nila (0. niloticus) pada berbagai

The value of OD ELISA for positive and negative controls serum of tilapia (0. niloticus) at various
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Gambar 2. Nilai OD ELISA serum kontrol positif dan kontrol negatif ikan nila pada berbagai pengenceran

antigen S. agalactiae

Figure 2.
gen S. agalactiae

na itu informasi mengenai konsentasi antigen opti-
mal sangat diperlukan. Konsentrasi antigen merupa-
kan salah satu faktor pembatas dalam uji ELISA (Botus
& Oncescu, 2006).

Tahap Il

Antibodi serum ikan nila yang divaksinasi dengan
vaksin koktail A. hydrophila dan S. agalactiae melalui
perendaman telah diukur dengan ELISA. Hasil pengu-
jian titer antibodi ikan nila disajikan pada Gambar 3.

0.24
W Vaksinasi (Vaccination)
O Kontrol (Control)

450 nm)

0.12
0.10 0.11

Level antibodi

Antibody levels (A

SO S1 S2 S3 S4 S5

Periode sampling (minggu)
Sampling periods (weeks)

The value of OD ELISA for positive and negative controls serum of tilapia at various dilutions of anti-

Gambar 3 menunjukkan nilai titer antibodi ikan
nila sebelum vaksinasi, selama masa induksi keke-
balan setelah vaksinasi, dan setelah uji tantang. Ke-
lompok yang divaksinasi memiliki titer antibodi yang
lebih tinggi daripada kontrol. Pada minggu pertama,
titer antibodi kelompok ikan yang divaksinasi tidak
berbeda nyata dengan kontrol (p>0,05). Minggu ke-
dua sampai minggu kelima, tingkat antibodi kelom-
pok vaksinasi secara signifikan lebih tinggi diban-
ding kontrol (P<0,05), meskipun pada minggu ke-

0.16
W Vaksinasi (Vaccination)
O Kontrol (Control)

450 nm)

0.085
0.07 0.07

Level antibodi

Antibody levels (A

SO S1 S2 S3 S4 S5

Periode sampling (minggu)
Sampling periods (weeks)

Gambar 3. Titer antibodi dari serum ikan nila dengan pelapisan antigen A. hydrophila (kiri) dan S. agalactiae
(kanan). Vaksinasi = Sampel serum ikan yang divaksinasi; Kontrol = Sampel serum ikan kontrol; SO =
Sebelum vaksinasi; S1, S2, S3 = Masa induksi kekebalan setelah vaksinasi; S4, S5 = Periode setelah uji
tantang. (' Berbeda nyata dengan kontrol, t student-test, p <0,05)

Serum antibody titers of tilapia with antigen coating of A. hydrophila (left) and S. agalactiae (right).
Vaccination = Sample from vaccinated fish; Control = Serum from control fish; SO = Before vaccination; S1, S2,
$3 = Induce time of immunity post-vaccination; S4, S5 = Post challenge test period. (" Significantly different with
control, t student-test P <0.05)

Figure 3.
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tiga titer antibodi sempat turun baik terhadap A. hy-
drophila maupun S. agalactiae. Secara statistik, hasil
penelitian menunjukkan bahwa konsentrasi antibodi
spesifik ikan yang divaksinasi secara signifikan lebih
tinggi daripada kontrol baik terhadap A. hydrophila
maupun S. agalactiae. Hal tersebut menunjukkan bah-
wa antigen yang dimasukkan bersifat antigenik ka-
rena mampu menginduksi respon imun dengan pe-
ningkatan nilai titer antibodi pada kelompok perla-
kuan. Tetapi hal yang lebih penting bahwa antibodi
yang dihasilkan harus bersifat imunogenik dan pro-
tektif, yaitu antibodi yang dihasilkan mampu mempro-
teksi inang dari paparan antigen homolog (Wibawan
& Soejoedono, 2013).

Ikan bergantung pada sistem kekebalan tubuh
mereka untuk menjaga kesehatan, dan menghasilkan
antibodi sebagai respon terhadap infeksi oleh orga-
nisme patogen (virus, bakteri, jamur, parasit), atau
vaksinasi. Vaksinasi bertujuan untuk menginduksi
imunitas jangka panjang dengan merangsang kom-
ponen dari respon imun spesifik. Metode pemberian
vaksin melalui perendaman bertujuan untuk meng-
ekspose permukaan tubuh ikan secara langsung ter-
hadap larutan vaksin mengandalkan daya serap teru-
tama oleh insang yang memiliki kemampuan imbi-
bisi (peristiwa penyerapan air oleh permukaan zat-
zat yang hidrofilik (Ellis, 1988). Terbentuknya respon
imun spesifik (antibodi) dimulai dari masuknya anti-
gen dalam hal ini A. hydrophila dan S. agalactiae ke
dalam tubuh ikan kemudian difagosit oleh makro-
fag. Makrofag akan memberikan rangsangan ke sel
limfosit untuk memproduksi antibodi sesuai jenis
antigen yang masuk. Pembentukan antibodi tersebut
dipengaruhi oleh beberapa faktor antara lain suhu,
dosis vaksin, cara pemberian vaksin, umur dan bobot
ikan serta sifat antigen (Tizard, 1988; Ellis, 1988).
Metode ELISA memiliki keunggulan yaitu sederhana,
sensitif, efektif dan murah (Ostland et al., 2008) yang
dapat digunakan untuk mendeteksi antibodi.

ELISA adalah tes sensitif yang bergantung pada
deteksi antigen dengan antibodi, dan perubahan en-
zimatik warna berkorelasi dengan kehadiran antigen.
Akurasi terhadap hasil ELISA ditentukan oleh bebe-
rapa faktor antara lain ditentukan cara preparasi dan
konsentrasi antigen yang digunakan (Ostland et al.,
2008). Romstad et al. (2012) menyebutkan bahwa se-
lain konsentrasi antigen, metode preparasi antigen
juga menentukan terhadap hasil titer antibodi. Sugiani
et al. (2014) menyampaikan bahwa preparasi antigen
untuk deteksi antibodi terhadap S. agalactiae yang
paling baik diperoleh produk ekstra seluler yang di-
sonikasi. Metode ini dapat digunakan untuk mengu-
kur respon antibodi dan dapat digunakan untuk me-
mastikan ikan yang dilindungi dari berbagai patogen
atau pengaruh vaksinasi terhadap respon imun ikan.
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Sukenda dan Wakabayashi (2002) berkesimpulan
bahwa, prosedur indirect-ELISA cukup sensitif untuk
mendeteksi antibodi serum Plecogiossus altivelis yang
divaksinasi dengan bakterin dengan metode peren-
daman.

Evaluasi vaksin dan tes serologi yang berhubung-
an dengan kekebalan protektif akan menjadi alter-
natif yang dapat dilakukan untuk pengujian. Metode
konvensional untuk estimasi antibodi pada ikan, se-
perti aglutinasi serum hanya dapat dilakukan ketika
tingkat antibodi yang dihasilkan relatif tinggi. Untuk
mendeteksi respon antibodi dengan konsentrasi yang
kurang atau sangat kecil, metode yang lebih sensitif
akan lebih membantu memberikan hasil yang opti-
mal. Oleh karena itu, ELISA dikembangkan untuk
mendeteksi antibodi terhadap A. hydrophila dan S.
agalactiae pada ikan nila setelah vaksinasi. Adanya
antibodi spesifik yang lebih tinggi dalam populasi
ikan setelah vaksinasi menunjukkan bahwa seluruh
populasi dapat dilindungi dengan adanya vaksinasi.
Dengan melakukan optimasi konsentrasi antigen
dalam ELISA memungkinkan untuk mendeteksi
antibodi spesifik dari semua ikan yang divaksinasi
terhadap vaksin koktail A. hydrophila dan S. agalactiae.

KESIMPULAN DAN SARAN

Kesimpulan dari hasil penelitian ini yaitu konsen-
trasi optimum antigen A. hydrophila dan S. agalactiae
untuk penentuan antibodi pada ikan nila dengan
menggunakan indirect-ELISA masing-masing sama
yaitu sebesar 10 pug/mL. Konsentrasi tersebut dapat
digunakan untuk mendeteksi antibodi spesifik ter-
hadap A. hydrophila dan S. agalactiae pada ikan nila
yang divaksinasi.
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