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ABSTRAK

Vaksin bakterin dalam bentuk protein merupakan salah satu tipe vaksin yang telah
banyak dikembangkan. Protein digunakan sebagai vaksin biasanya dibuat dengan
teknik inaktivasi formalin-killed. Vaksin ini biasanya lebih mudah dibuat, lebih murah,
lebih stabil, dan mampu disimpan dalam waktu lama. Akan tetapi masih sedikit informasi
mengenai efek perlakuan tersebut terhadap profil protein. Pada penelitian ini, untuk
mengevaluasi profil protein, dilakukan inaktivasi sediaan vaksin dari isolat bakteri
Aeromonas hydrophila AHL0905-2 dan Streptococcus agalactiae N,,G dengan
menambahkan 0,5% formalin dan 3% neutral buffer formalin (NBF) ke dalam biakan
plasebo bakterin dan diinkubasi selama 24 jam. Kualitas produk vaksin ditentukan
berdasarkan uji karakterisasi protein menggunakan metode Bradford dan SDS-PAGE.
Hasil uji menunjukkan bahwa sediaan vaksin A. hydrophila dan S. agalactiae yang
diinaktivasi dengan 3% NBF memiliki profil protein lebih variatif dibandingkan dengan
sediaan vaksin yang diinaktivasi dengan 0,5% formalin. Akan tetapi, inaktivasi vaksin
A. hydrophila dan S. agalactiae dengan 3% NBF menghasilkan berat total protein yang
lebih rendah jika dibandingkan dengan dengan sediaan vaksin yang diinaktivasi dengan
0,5% formalin.
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ABSTRACT:  Protein profile of formalin-inactivated Aeromonas hydrophila
and Streptococcus agalactiae vaccines: Tested Using Sodium
Dodecyl Sulphate-Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS-
PAGE). By: Desy Sugiani, Angela Mariana Lusiastuti, Sukenda,
and Enang Harvris

Vaccine bacterin in form of protein is one type of vaccines has been developed. The
protein used as a vaccine is usually made with a formalin-killed inactivation technique.
They are easy to manufacture, relatively cheap, and for the most part stable, allowing
for long periods of storage. It was less information on the effects of these treatments
to protein profiles. In this study, to evaluate the protein profiles, bacterial isolates A.
hydrophila AHL0905-2 and S. agalactiae N,,G were inactivated by adding 0.5%
formalin and 3% neutral buffered formalin into placebo bacterin and incubated for 24
hours. Quality products of the vaccines were determined by characterization of
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proteins using Bradford and SDS-PAGE methods. The results showed that protein
profiles of A. hydrophila and S. agalactiae vaccines inactivated with 3% NBF were
movre varied than vaccines inactivated with 0.5% formalin. However, total weight of
protein from vaccines A. hydrophila and S. agalactiae inactivated with 3% NBF is
lower than vaccines inactivated with 0.5% formalin.
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PENDAHULUAN

Vaksinasi menjadi bagian yang semakin
penting dari budidaya, karena dianggap se-
bagai metode yang efektif untuk pengendali-
an penyakit. Strategi vaksinasi telah ditetap-
kan menjadi salah satu faktor utama untuk
memenuhi cara budidaya yang baik dan be-
nar menurut kebijakan Kementerian Perikanan
dan Kelautan Republik Indonesia. Keputusan
untuk melakukan vaksinasi terhadap penyakit
perlu memperhatikan jenis vaksin, metode
vaksinasi, waktu vaksinasi, dan penggunaan
vaksinasi ulang. Aspek-aspek yang perlu di-
pertimbangkan ketika akan dilakukan vak-
sinasi: (i) biokimia, antigenik, dan etiologi
heterogenitas genetik dari agen penyakit, (ii)
distribusi geografis dan inang sasaran, (iii)
efektivitas vaksin, dan (iv) pendekatan vaksi-
nasi jenis baru dengan menggunakan tekno-
logi DNA rekombinan atau strategi lain yang
berbeda selain dengan penggunaan bakterin
secara klasik. Di samping itu, perlu juga mem-
perhatikan aspek ekonomi dan tren yang ber-
kaitan dengan vaksinasi.

Vaksin adalah bentuk imunisasi aktif di
mana antigen akan merangsang respons
imun bawaan dan adaptif, yang pada akhir-
nya akan menyebabkan imunitas humoral da-
ri perantara sel antara patogen dan antigen-
spesifik Abs membentuk memori. Memori
imunologi dapat menjadi sel “memori” yang
akan selalu tersedia dalam sistem imun atau
sistemik dalam bentuk LPCs (long-lived plasma
cells) (Kaattari et al., 2005). Dalam bentuk yang
paling sederhana, vaksin adalah persiapan an-
tigen yang berasal dari organisme patogen
yang dibuat menjadi non-patogen dengan
berbagai cara, untuk merangsang sistem ke-
kebalan tubuh dan ketahanan terhadap pe-
nyakit dari infeksi berikutnya oleh patogen
yang sama (Ellis, 1999).

Beberapa tahun terakhir telah terjadi eks-
pansi yang luar biasa dalam pendekatan iden-
tifikasi komponen antigenik yang relevan
untuk vaksin bakteri, dan ditemukannya tek-
nik-teknik baru yang mulai diterapkan untuk
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pengembangan vaksin hewan. Vaksin genera-
si pertama dibuat melalui pendekatan kon-
vensional, yaitu persiapan vaksin mengikuti
prinsip-prinsip yang ditetapkan oleh Pasteur,
dengan menggunakan patogen keseluruhan
yang tidak aktif, ekstrak dari patogen, atau
bentuk hidup patogen yang telah dilemahkan
untuk mengimunisasi inang. Vaksin generasi
kedua berdasarkan penggunaan protein re-
kombinan dan strain yang dilemahkan, dan
melibatkan teknologi DNA rekombinan. Vak-
sin yang biasa digunakan dalam industri akua-
kultur terdiri atas formulasi antigen bakterin
(inaktivasi dengan formalin atau pamanasan)
sel utuh, toksin, vektor rekombinan, dan asam
nukleat (Prescott et al., 2005).

Kebanyakan vaksin bakteri yang diguna-
kan dalam budidaya sampai saat ini adalah
vaksin yang dimatikan diperoleh dari kultur
mikrobiologis strain tertentu hasil inaktivasi
formalin. Vaksin bakterin dari sel-sel hidup
yang dilemahkan atau dimatikan dapat men-
jadi masalah jika proses inaktivasinya tidak
sempurna. Hal ini biasanya menyebabkan vak-
sin kadang-kadang gagal untuk merangsang
respons imun, mereka biasanya juga membu-
tuhkan booster, dan berpotensi dapat bermu-
tasi dengan cara memulihkan virulensi patogen
(Toranzo et al., 2009).

Formalin banyak digunakan dalam proses
persiapan vaksin untuk menstabilkan kom-
ponen protein atau untuk menonaktifkan mo-
lekul toksin seperti difteri, pertusis, dan teta-
nus. Formalin dapat bereaksi dengan kelom-
pok asam amino lisin yang merupakan produk
tidak stabil kemudian akan bereaksi dengan
gugus amino kedua untuk membentuk sebuah
jembatan metilen membentuk asam amino
yang stabil. Reaksi-reaksi ini dapat terjadi baik
antara asam amino dari molekul yang sama,
sehingga terjadi internal cross-linking protein,
atau antara dua molekul berbeda, sehingga
terbentuk dimerisasi (Tommaso et al., 1994).

Tommaso et al. (1994) melakukan percoba-
an in vitro untuk melihat pengaruh pemberian
formalin pada protein terhadap pengenalan
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antigen oleh sel T. Perifer sel-sel mononuklear
darah dari individu yang divaksinasi dengan
protein yang diberi formalin (pertusis toksin,
filamentous hemagglutinin, pertactin) dari
Bordetella pertussis menunjukkan respons
yang rendah dibandingkan dengan yang di-
vaksin protein tanpa formalin. Temuan ini di-
konfirmasi lebih lanjut dengan CD4 + klon sel
T spesifik untuk epitop yang didefinisikan dari
protein bakteri. Beberapa epitop kurang ter-
bentuk sempurna atau tidak terbentuk sama
sekali ketika protein yang digunakan diberi
formalin, sedangkan epitop lainnya sama-sama
disajikan untuk klon sel T ketika formaldehida-
antigen tidak digunakan. Namun, pengenalan
sel T bisa dikembalikan dengan baik ketika
dilakukan degradasi antigen sebelum pembe-
rian formalin atau denaturasi panas setelah
pemberian formalin. Paralel dengan mekanis-
me pencernaan tripsin dari protein yang diberi
formalin dan tidak diberi formalin menunjuk-
kan bahwa fragmen yang dihasilkan dari dua
bentuk antigen yang sama akan berbeda da-
lam ukurannya. Hasil ini menunjukkan bah-
wa pemberian formalin dapat menghambat
presentasi antigen ke sel T dan bahwa hal ini
mungkin disebabkan oleh proses proteolitik
yang berubah karena adanya formaldehida-
protein.

Terdapat perbedaan dalam penggunaan
bahan fiksatif formalin untuk preparasi dan
inaktivasi vaksin bakterin. Ismail et al. (2010)
membuat preparasi vaksin sel utuh bakteri
A. hydrophila menggunakan 0,3% formalin.
Osman et al. (2009) melakukan preparasi vak-
sin sel utuh A. hydrophila menggunakan 0,5%
formalin. Giordano et al. (2010) melakukan in-
aktifasi sel utuh bakteri S. agalactiae meng-
gunakan 3% NBF. Klesius et al. (2007) membuat
preparasi vaksin ekstraselular dari bakteri S.
agalactiae dan S. iniae menggunakan 3% NBF.

Sebelum menerapkan strategi vaksinasi,
sangat penting untuk mempelajari karakteris-
tik dari jenis sediaan vaksin yang akan diguna-
kan. Langkah awal pembuatan sediaan vaksin
bivalen yang merupakan gabungan dari kedua
jenis bakteri A. hydrophila dan S. agalactiae
adalah mencari bahan fiksatif yang paling
tepat. Hal ini perlu diketahui karena akan me-
mengaruhi pembentukan respons imun yang
menandakan adanya pembentukan kekebalan
terhadap antigen tertentu. Penelitian ini ber-
tujuan untuk melihat karakter protein penyu-
sun vaksin menggunakan metode SDS-PAGE
dan variasi profil protein dari masing-masing
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sediaan vaksin yang diinaktivasi mengguna-
kan kadar fiksatif formalin yang berbeda.

BAHAN DAN METODE
Preparasi Sediaan Vaksin

Bakteri A. hydrophila AHLO905-2 (gram ne-
gatif) diinokulasi dalam media BHI, diinkubasi
dalam inkubator dengan shaker selama 24 jam
pada suhu 28°C, sedangkan bakteri S. agalac-
tiae N, ,G (gram positif) diinokulasi dalam me-
dia TSB, diinkubasi dalam inkubator dengan
shaker selama 72 jam pada suhu 28°C. Dalam
penelitian ini dibuat dua jenis sediaan vaksin
bakterin yang berbeda. Sediaan pertama ada-
lah vaksin bakterin yang diinaktivasi dengan
menambahkan 0,5% formalin (v/v), dan sedia-
an kedua adalah vaksin bakterin yang diinakti-
vasi dengan menambahkan buffer formalin
sebanyak 3% v/v (NBF/neutral buffer forma-
lin 10%; dibuat dengan mencampurkan 0,4 g
NaH,PO,; 0,659 Na,HPO,; 10 mL formaldehyde
37% dan 90 mL akuades steril). Sediaan hasil
inaktivasi kemudian diaduk menggunakan
magnet pengaduk selama empat jam. Sel utuh
bakteri inaktif diperoleh dengan mensentri-
fugasi pada 3.000 xg selama 30 menit dengan
suhu 4°C, pelet (endapan) sel dipisahkan dari
supernatan, pelet sel diresuspensi dengan
larutan NaCl 0,845% (pH 7). Sediaan vaksin ha-
sil inaktivasi dalam bentuk broth digunakan
sebagai sediaan plasebo.

Produk ekstraselular (ECP) A. hydrophila di-
peroleh dengan menyaring supernatan hasil
sentrifugasi menggunakan filter steril 0,45 pm;
dan ECP S. agalactiae menggunakan filter ste-
ril 0,22 pym. Sediaan vaksin hasil inaktivasi di-
simpan pada suhu 4°C hingga akan digunakan
dalam proses selanjutnya.

Analisis Total Protein Menggunakan
Metode Bradford

Berat total protein secara umum dapat di-
ukur dengan metode Bradford (1976) dalam
Bollag & Edelstein (1991). Sebanyak 100 pL sam-
pel ditambah dengan 1 mL pereaksi Bradford,
kemudian dihomogenasi menggunakan vor-
teks dan diukur absorbansinya pada panjang
gelombang 595 nm. Pereaksi Bradford berasal
dari larutan stok yakni: 100 mL etanol 95%, 200
mL phosphoric acid 88%, dan 350 mg Serva
Blue G. Sebanyak 30 mL larutan stok ditambah
425 mL akuades, 15 mL etanol 95% dan 30 mL
phosphoric acid 88%. Campuran tersebut di-
encerkan dua kali sebelum digunakan untuk
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analisis protein. Konsentrasi protein contoh
dihitung berdasarkan kurva standar yang
dibuat menggunakan Bovine Serum Albumin
(BSA). Berat total protein sampel diukur pada
panjang gelombang 280 nm (A

280)'

Analisis Protein Menggunakan Sodium
Dodecyl Sulphate-Polyacrylamide Gel
Electrophoresis (SDS-PAGE)

Elektroforesis dilakukan mengikuti metode
Laemmli (1971) di dalam Bollag & 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
puL APS 10% dan 5 pL TEMED dituangkan ke
dalam cetakan gel. Stacking gel (5%): 0,67 mL
larutan C (1 M Tris-Cl pH 6,8 dan 0,4% SDS); 2,3
mL akuades; 30 yL APS 10% dan 5 pL TEMED
dituang di atas gel pemisah yang sudah beku
kemudian dipasang sisir, serta ditunggu hingga
gel beku sempurna. Buffer elektroforesis ber-
isi 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
buffer sampel (60 mM Tris-Cl pH 6,8 25%
gliserol; 2% SDS; 14,4 mM 2-merkaptoetanol;
dan 0,1% bromfenol biru), dididihkan selama 2-
3 menit dan dimasukkan ke dalam gel. Protein
dipisahkan dengan memberikan aliran listrik
125 mAdan 150 V.

Gel diangkat, direndam selama 30 menit
di dalam larutan berisi 50% metanol dan 10%
asam asetat kemudian dicuci selama 30 menit
di dalam larutan berisi metanol 5% dan asam
asetat 7%. Selanjutnya, gel direndam di dalam
10% glutaraldehid selama 30 menit dan dibi-
las dengan aquades selama 1-2 jam (diganti
setiap 30 menit). Selanjutnya gel direndam
dalam larutan dithiothreitol (5 pg/mL) sela-
ma 30 menit, larutan dibuang dan diganti
dengan larutan perak nitrat 0,1%. Gel kemudi-
an dibilas dengan sedikit aquades, dibilas dua
kali dengan sedikit larutan developer (50 pL
formaldehid 37% di dalam sodium karbonat).
Tahap akhir, gel direndam dalam larutan devel-
oper hingga pita protein dapat diamati dengan
baik dan reaksinya segera dihentikan dengan
mencuci gel di dalam larutan asam sitrat 2,3
M. Gel dicuci dengan ddH,0 sebanyak dua kali,
gel dilakukan packing dan scanning, kemudian
gel disimpan dalam 1% asam asetat pada suhu
4°C. Data hasil pengamatan total protein dan
profil protein dianalisis secara deskriptif.
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HASIL DAN BAHASAN
Total Protein Vaksin

Berat total protein dihitung menggunakan
persamaan linier dari kurva standar protein
hasil masing-masing uji. Berat total protein
vaksin A. hydrophila hasil inaktivasi dengan
0,5% formalin dan 3% NBF dari jenis sediaan
sel utuh adalah 0,43 dan 0,53 mg/mL; sediaan
ECP adalah 2,06 dan 1,93 mg/mL; sediaan
supernatan adalah 2,15 dan 1,99 mg/mL; serta
sediaan plasebo adalah 2,20 dan 2,12 mg/mL
(Tabel 1). Sementara itu, berat total protein
sediaan vaksin S. agalactiae hasil inaktivasi
dengan 0,5% formalin dan 3% NBF dari jenis
sediaan sel utuh masing-masing adalah 1,60
dan 1,37 mg/mL; sediaan ECP adalah 2,02 dan
1,89 mg/mL; sediaan supernatan adalah 2,06
dan 1,88 mg/mL; serta sediaan plasebo ada-
lah 2,25 dan 2,11 mg/mL (Tabel 2). Hasil ter-
sebut menunjukkan bahwa rata-rata sediaan
vaksin dengan menggunakan 0,5% formalin
sebagai bahan untuk proses inaktivasi memili-
ki konsentrasi yang lebih besar dibandingkan
dengan sediaan vaksin yang diinaktivasi meng-
gunakan 3% NBF.

Profil Protein Vaksin A. hydrophila
hasil SDS-PAGE

Gambar 2 menunjukkan berat molekul pita
protein vaksin A. hydrophila untuk sediaan
plasebo diinaktivasi dengan 3% NBF terdapat
tujuh pita, yaitu: 136,36;119,57; 87,23; 55,80;
25,36; 19,00; dan 14,61 kDa. Sediaan sel utuh
yang diinaktivasi dengan 3% NBF terdapat 14
pitayaitu: 119,57; 94,39, 82,76; 72,57, 58,81;
45,22; 40,71; 32,99; 26,73; 22,83; 19,00;
17,10; 15,00; dan 12,81 kDa. Sediaan superna-
tan yang diinaktivasi dengan 0,5% formalin
terdapat dua pita, yaitu: 55,80 kDadan 17,10
kDa. Sediaan plasebo yang diinaktivasi dengan
0,5% formalin terdapat dua pita, yaitu: 55,80
kDa dan 17,10 kDa. Sediaan sel utuh yang di-
inaktivasi dengan 0,5% formalin, terdapat 17
pita yaitu: 143,72; 119,57; 110,51; 94,39;
72,57; 58,81; 51,57; 34,77; 31,30; 28,18;
25,36;22,83;19,50; 15,80; 15,00; 13,50; dan
11,53 kDa. Sediaan ECP yang diinaktivasi 3%
NBF dan 0,5% formalin masing-masing terda-
pat dua pita yaitu: 55,80 kDa dan 17,10 kDa.
Sediaan supernatan yang diinaktivasi dengan
3% NBF terdapat tiga pita, yaitu: 94,39; 55,80;
dan 17,10 kDa (Tabel 3). Nilai kDa pita protein
yang dihasilkan merupakan hasil hitung meng-
gunakan persamaan liniery =-1,187x + 5,226
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Tabel 1. Total protein sediaan vaksin Aeromonas hydrophila yang diinaktivasi dengan 0,5%

formalin dan diinaktivasi dengan 3% NBF

Total protein vaccine of Aeromonas hydrophila inactivated with 0.5% formalin and
inactivated with 3% NBF

Table 1.

Sediaan vaksin X
Vaccine (mg/L)

Protein
mg/mL

Sel utuh (Whole cell) (1)
Sel utuh (Whole cell) (2)

ECP (1)
ECP (2)
Supernatan

0.473+0.002
0.495+0.017
0.832+0.008
0.802+0.010

0.851+0.009

0.352+0.005
0.352+0.005
0.352+0.005
0.352+0.005

0.352+0.005

0.0044
0.0044
0.0044
0.0044

0.0044

0.0266
0.0266
0.0266
0.0266

21.57
26.45
103.05
96.34

0.43
0.53
2.06
1.93

0.0266 107.36 2.15

Supernatant (1)
Supernatan
Supernatant (2)
Plasebo (Placebo) (1)
Plasebo (Placebo) (2)

0.815+0.008 0.352+0.005 0.0044 0.0266 99.30

0.861+0.007
0.845x0.011

0.352+0.005
0.352+0.005

0.0044 0.0266
0.0044 0.0266

109.75
106.11

Keterangan (Description):

- ECP = Produk ekstraselular (Extracellular products); (1) = Inaktivasi 0,5% formalin (0.5% formalin
inactivated); (2) = Inaktivasi 3% NBF (Inactivation of 3% NBF (neutral buffered formalin))

- S=Absorbansi 595 nm pada sampel (Absorbance in 595 nm from sample); B = Absorbansi 595 nm pada
blanko (Absorbance in 595 nm from blanko)

- Persamaan linier kurva standar proteiny = 0,0044x + 0,0266 (Gambar 1); a=0,0044; b=0,0266 (Curve
linear equation of standard protein y = 0.0044x + 0.0266 (Figure 1); a = 0.0044; b = 0.0266

Tabel 2. Total protein sediaan vaksin S. agalactiae yang diinaktivasi dengan 0,5% formalin dan

diinaktivasi dengan 3% NBF

Total protein vaccine of S. agalactiae inactivated with 0.5% formalin and inactivated
with 3% NBF

Table 2.

Sediaan vaksin X

Protein

b mg/mL

Vaccine (mg/L)

79.98
68.73

Selutuh (Whole cell) (1)
Sel utuh (Whole cell) 2)

0.73+x0.011
0.681+0.011

0.352+£0.004 0.3785 0.0044 0.0266
0.352+0.004 0.329 0.0044 0.0266

1.60
1.37

ECP (1)
ECP (2)
Supernatan

0.822+0.003
0.794+0.025

0.832+0.008

0.352+0.004
0.352+0.004

0.352+0.004

0.47
0.442

0.0044
0.0044

0.48 0.0044

0.0266
0.0266

0.0266

100.77
94.41

103.05

2.02
1.89

2.06

Supernatant (1)
Supernatan
Supernatant (2)
Plasebo (Placebo) (1)
Plasebo (Placebo) (2)

0.792+0.023 0.352+0.004 0.44 0.0044 0.0266 93.95 1.88

0.873%0.005
0.843+£0.008

0.352+0.004 0.521 0.0044 0.0266
0.352£0.004 0.4915 0.0044 0.0266

112.36
105.66

2.25
2.11

Keterangan (Description):

- ECP = Produk ekstraselular (Extracellular products); (1) = Inaktivasi 0,5% formalin (0.5% formalin
inactivated); (2) = Inaktivasi 3% NBF (Inactivation of 3% NBF (neutral buffered formalin))

- S=Absorbansi 595 nm pada sampel (Absorbance in 595 nm from sample); B = Absorbansi 595 nm pada
blanko (Absorbance in 595 nm from blanko)

- Persamaan linier kurva standar protein: y = 0,0044x + 0,0266 (Gambar 1); a=0,0044; b =0,0266 (Curve
linear equation of standard protein: y = 0.0044x + 0.0266 (Figure 1); a = 0.0044; b = 0.0266
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Gambar 1. Kurva standar protein
Figure 1.  Curve of standard protein
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Gambar 2. Profil protein sediaan vaksin sel utuh, produk ekstraselular (ECP),
supernatan, dan plasebo isolat Aeromonas hydrophila AHL0905-2
dianalisis dengan SDS-PAGE. (M) Marker SeeBluePlus2 (Invitrogen),
(1) plasebo A. hydrophila inaktivasi NBF, (2) sel utuh A. hydrophila
inaktivasi NBF, (3) supernatan A. hydrophila inaktivasi formalin, (4)
plasebo A. hydrophila inaktivasi formalin, (5) sel utuh A. hydrophila
inaktivasi formalin, (6) ECP A. hydrophila inaktivasi NBF, (7) ECP A.
hydrophilainaktivasi formalin, (8) supernatan A. hydrophila inaktivasi
NBF

Figure 2.  Protein profile of vaccine whole cell, ECP, supernatant, and placebo
from isolates of A. hydrophila AHL0905-2 tested using SDS-PAGE.
(M) Marker SeeBluePlus?2 (Invitrogen), (1) placebo A. hydrophila in-
activation with NBF, (2) whole cell A. hydrophila inactivation with
NBF, (3) the supernatant A. hydrophila with formalin inactivation,
(4) placebo A. hydrophila with formalin inactivation, (5) complete
cell A. hydrophila with formalin inactivation, (6) ECP A. hydrophila
inactivation with NBF, (7) ECP A. hydrophila with formalin inactiva-
tion, (8) supernatant A. hydrophila inactivation with NBF




Profil protein vaksin Aeromonas hydrophila dan (Desy Sugiani)

Tabel 3. Ukuran protein hasil SDS-PAGE bakteri A. hydrophila yang diinaktivasi dengan 0,5%
formalin dan diinaktivasi dengan 3% NBF

Table 3. Size of protein analyzed with SDS-PAGE in bacterium A. hydrophila inactivated with
0.5% formalin and inactivated with 3% NBF

Migrasi
Migration

(cm)

Sampel
Sample

Pita BM
(Band) Rf Log BM (kDa)

Selutuh 5.2 0.3 0.0576923 5.1575192 143.72
Whole cell (1) 5.2 0.65 0.125 5.077625 119.57
5.2 0.8 0.1538462 5.0433846 110.51
5.2 1.1 0.2115385 4.9749038 94.39
5.2 1.6 0.3076923 4.8607692 72.57
5.2 2 0.3846154 4.7694615 58.81
5.2 2.25 0.4326923 4.7123942 51.57
5.2 3 0.5769231 4.5411923 34.77
5.2 3.2 0.6153846 4.4955385 31.30
5.2 3.4 0.6538462 44498846 28.18
5.2 3.6 0.6923077 4.4042308 25.36
5.2 3.8 0.7307692 43585769 22.83
5.2 4.1 0.7884615 4.2900962 19.50
5.2 4.5 0.8653846 4.1987885 15.80
5.2 4.6 0.8846154 4.1759615 15.00
5.2 4.8 0.9230769 4.1303077 13.50
5.2 5.1 0.9807692 4.0618269 11.53

Selutuh 5.2 0.125 5.077625 119.57
Whole cell (2) 5.2 . 0.2115385 4.9749038 94.39
5.2 0.2596154 49178365 82.76
5.2 . 0.3076923 4.8607692 72.57
5.2 0.3846154 4.7694615 58.81
5.2 . 0.4807692 4.6553269 45.22
5.2 . 0.5192308 4.6096731 40.71
5.2 . 0.5961538 4.5183654 32.99
5.2 . 0.6730769 44270577 26.73
5.2 . 0.7307692 43585769 22.83
5.2 0.7980769 4.2786827 19.00
5.2 0.8365385 4.2330288 17.10
5.2 . 0.8846154 4.1759615 15.00
5.2 . 0.9423077 4.1074808 12.81

ECP (1) 5.2 . 0.4038462 4.7466346 55.80
5.2 0.8365385 4.2330288 17.10

ECP (2) 5.2 . 0.4038462 4.7466346 55.80
5.2 0.8365385 4.2330288 17.10

Supernatan 5.2 . 0.4038462 4.7466346 55.80
Supernatant (1) 5.2 0.8365385 42330288 17.10
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Lanjutan Tabel 3 (Table 3 continued)

Migrasi
Migration

(cm)

Pita
(Band)

Sampel
Sample

Rf Log BM

BM
(kDa)

Supernatan 5.2 1.1
Supernatant (2) 5.2 2.1

5.2 4.35

0.2115385
0.4038462
0.8365385

.187
.187
.187

5.226
5.226
5.226

4.9749038
4.7466346
4.2330288

94.39
55.80
17.10

Plasebo 5.2 2.1
Placebo (1) 5.2 4.35

0.4038462
0.8365385

187
187

5.226
5.226

4.7466346
4.2330288

55.80
17.10

Plasebo 5.2 0.4

Placebo (2) 5.2 0.65
5.2 1.25
5.2 2.1
5.2 3.6
5.2 4.15
5.2 4.65

0.0769231
0.125
0.2403846
0.4038462
0.6923077
0.7980769
0.8942308

.187
187
.187
187
.187
187
.187

5.226
5.226
5.226
5.226
5.226
5.226
5.226

5.1346923
5.077625
4.9406635
4.7466346
4.4042308
4.2786827
4.1645481

136.36

119.57
87.23
55.80
25.36
19.00
14.61

Keterangan (Description):

ECP = Produk ekstraselular (Extracellular products); (1) = Inaktivasi 0,5% formalin (0.5% formalin inacti-
vated); (2) = Inaktivasi 3% NBF (Inactivation of 3% NBF (neutral buffered formalin))

(Gambar 3). Preparasi vaksin dari sediaan sel
utuh menghasilkan jenis protein lebih berva-
riasi dibandingkan dengan preparasi sediaan
ECP, plasebo, maupun supernatan.

Karakterisasi protein A. hydrophila meng-
gunakan SDS-PAGE menunjukkan bahwa jum-
lah protein dari sediaan sel utuh vaksin dengan
inaktivasi formalin lebih banyak dibandingkan
dengan hasil inaktivasi NBF (Gambar 3). Se-

y =-1.

187x + 5.226 ——

R? =0.985

baliknya untuk sediaan ECP, supernatan, dan
plasebo jumlah pita protein hasil inaktivasi
dengan formalin lebih sedikit jika dibanding-
kan dengan hasil inaktivasi NBF. Sementara
itu, jumlah pita protein terbanyak berturut-tu-
rut terdapat pada sel utuh, plasebo, superna-
tan, dan ECP. Hal ini menunjukkan bahwa untuk
mendapatkan total protein vaksin terbanyak
dapat menggunakan sel utuh dari bakteri. Sel

—

—@— Series 1
—— Linier (Linear) (Series 1)

T

0.8
Rf

Gambar 3. Persamaan linier hasil SDS-PAGE bakteri Aeromonas hydrophila

Figure 3.

Results of linear equations from SDS-PAGE bacterium A. hydrophila




Profil protein vaksin Aeromonas hydrophila dan

bakteri tersusun atas bahan peptidoglikan,
yaitu suatu molekul yang mengandung rang-
kaian amino disakarida dan rantai peptide.
Thomas et al. (2009) menggunakan empat je-
nis marka ukuran pita protein untuk meng-
karakterisasi A. hydrophila dari ikan Etroplus
suratensis yaitu: 19,5 kDa; 25,36 kDa; 29 kDa;
dan 65,6 kDa. Jika dibandingkan dengan ha-
sil SDS-PAGE terhadap A. hydrophila isolat
AHL0905-2 maka hanya identik dengan dua
pita yaitu: 19,5 kDa dan 25,36 kDa. Pita pro-
tein A. hydrophila AHL0905-2 berbeda dengan
A hydrophila yang dianalisis oleh Thomas et
al. (2009) karena kedua bakteri ini merupakan
strain yang berbeda.

Profil protein suatu bakteri dapat diguna-
kan sebagai bahan acuan dalam penentuan
potensi imunogenik dari suatu sediaan vaksin,
karena setiap jenis protein memiliki kemam-
puan imunogenik yang berbeda. Selain itu,
profil protein dapat digunakan dalam iden-
tifikasi strain bakteri. Korkoca & Boynukara
(2003) menganalisis profil protein beberapa

97 kDa
66 kDa

45 kDa
30 kDa

20.1 kDa

IR

14.4 kDa

(Desy Sugiani)

strain A. hydrophila, A. caviae, dan A. hydro-
phila ATCC strain 7512 dengan SDS-PAGE
untuk melihat keterkaitan hubungan antar
kelompok bakteri tersebut. Hasil uji menunjuk-
kan bahwa terdapat empat puluh lima pasang
profil protein yang dibentuk untuk memban-
dingkan antar strain.

Profil Protein Vaksin S. agalactiae
Hasil SDS-PAGE

Gambar 4 menunjukkan berat molekul pita
protein vaksin S. agalactiae untuk sediaan pla-
sebo yang diinaktivasi dengan 3% NBF ter-
dapat tiga pita yaitu: 83,42; 58,98; dan 21,99
kDa. Sediaan supernatan yang diinaktivasi
dengan 3% NBF terdapat dua pita yaitu: 83,42
dan 21,99 kDa. Sediaan plasebo yang diin-
aktivasi dengan 0,5% formalin terdapat satu
pita yaitu 83,42 kDa. Sediaan supernatan yang
diinaktivasi dengan 0,5% formalin terdapat
satu pita yaitu 83,42 kDa. Sediaan sel utuh
yang diinaktivasi dengan 3% NBF terdapat 14
pitayaitu: 111,86; 83,42; 79,09, 58,98, 54,45;

Gambar 4. Profil protein sediaan vaksin sel utuh, produk ekstraselular (ECP), supernatan, dan
plasebo isolat Streptococcus agalactiaeN, G dianalisis dengan SDS-PAGE. (M) Marker
SeeBluePlus?2 (Invitrogen), (1) plasebo S. agalactiae inaktivasi NBF, (2) supernatan S.
agalactiae inaktivasi NBF, (3) placebo S. agalactiae inaktivasi formalin, (4) supernatan
S. agalactiae inaktivasi formalin, (5) sel utuh S. agalactiae inaktivasi NBF, (6) ECP S.
agalactiae inaktivasi NBF, (7) sel utuh S. agalactiae inaktivasi formalin, (8) ECP S.
agalactiae inaktivasi formalin

Figure 4.  Protein profile of vaccine whole cell, ECP, supernatant, and placebo from isolates of
S. agalactiae N, G tested using SDS-PAGE. (M) Marker SeeBluePlus2 (Invitrogen),
(1) placebo S. agalactiae inactivation with NBF, (2) supernatant S. agalactiae
inactivation with NBF, (3) placebo S. agalactiae with formalin inactivated, (4)
supernatant S. agalactiae with formalin inactivated, (5) whole cell S. agalactiae
inactivation with NBF, (6) ECP S. agalactiae inactivation with NBF, (7) whole cells S.
agalactiae with formalin inactivated, (8) ECP S. agalactiae with formalin inacti-

vated
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43,99; 23,20;18,74; 17,77, dan 15,97 kDa. Se-
diaan ECP yang diinaktivasi dengan 3% NBF
terdapat lima pita yaitu: 185,64; 111,86; 79,09;
23,20; dan 18,74 kDa. Sediaan sel utuh yang
diinaktivasi dengan 0,5% formalin, terdapat
sepuluh pitayaitu: 111,86; 83,42; 79,09; 58,98;
54,45:34,61;23,20; 18,74;17,77; dan 15,97
kDa. Sediaan ECP yang diinaktivasi dengan
0,5% formalin terdapat satu pita 18,74 kDa;
sedangkan sediaan supernatan yang diinak-
tivasi dengan formalin 0,5% terdapat satu pita
yaitu 83,42 kDa, sedangkan yang diinaktivasi
dengan NBF 3% terdapat dua pita yaitu 83,42
kDadan 21, 99 kDa. Sediaan plasebo yang di-
inaktivasi dengan formalin 0,5% terdapat satu
pita yaitu 83,42 kDa, sedangkan yang diinak-
tivasi dengan NBF 3% terdapat tiga pita yaitu
83,42; 58,98; dan 21,99 kDa (Tabel 4). Nilai
kDa pita protein yang dihasilkan merupakan
hasil hitung menggunakan persamaan liniery
=-1,158x + 5,315 (Gambar 5).

Preparasi sediaan vaksin dengan bahan
inaktivasi yang berbeda ternyata dapat me-
mengaruhi profil protein. Sediaan vaksin yang
diinaktivasi dengan 3% NBF, jumlah pita pro-
fil proteinnya lebih banyak dibandingkan
dengan sediaan vaksin yang diinaktivasi
dengan 0,5% formalin; terutama untuk sediaan
vaksin ECP, supernatan, dan plasebo. Sediaan
vaksin sel utuh memiliki jumlah pita protein
yang lebih banyak dibandingkan dengan se-
diaan ECP, supernatan, dan plasebo.

Hasil tersebut sesuai dengan pendapat
yang menyatakan bahwa formaldehid da-
pat mendegradasi secara parsial protein FHA

R?=10.976

(forkhead-associated), mengubah sensitivitas
protein pada aktivitas protease, adanya puri-
fikasi digesti tripsin dan dapat mendegenera-
si fragmen protein menjadi ukuran yang lain.
Penggunaan formaldehid juga dapat mem-
bantu membentuk ikatan metilen yang akan
memengaruhi respons sel-T terhadap data
paralel protein yang terdiri atas asam amino
dan turunannya seperti N-glikosilasi, alkilasi,
dan iodinasi sehingga dapat memengaruhi
persentase antigen oleh sel-T (Tommaso et
al., 1994).

Pasnik et al. (2005) melakukan uji karakte-
risasi protein S. agalactiae menggunakan SDS-
PAGE terdapat dua pita 47 kDa dan 75 kDa
dan predominan pita 54 kDa dan 55 kDa pa-
da sediaan segar (satu hari setelah inaktivasi
dengan 3% buffer formalin), sedangkan se-
diaan vaksin yang telah disimpan selama satu
tahun pada suhu 4°C hanya terdeteksi pita
47,54, dan 55 kDa. Proses penyimpanan dan
lama waktu penyimpanan dapat merubah
profil protein dari sediaan vaksin, serta dapat
menurunkan tingkat proteksi terhadap sin-
tasannya hanya 29%. Hanya terdapat satu
ukuran protein yang hampir sama antara S.
agalactiae N, ,G yaitu 54,45 kDa dengan S.
agactiae yang digunakan Pasnik et al. (2005)
pada berat 54-55 kDa. Hal ini menunjukkan
bahwa kedua strain bakteri tersebut berbeda.

Beberapa protein dari bakteri A. hydrophila
dan S. agalactiae memiliki kemampuan untuk
dikembangkan menjadi subunit vaksin po-
tensial. Hasil SDS-PAGE menunjukkan bahwa
sediaan sel utuh, ECP, supernatan, dan plasebo

y =-1.158x + 5.315

—— Series 1
—— Linier (Linear) (Series 1)

T

0.2

T
0.6
Rf

Gambar 5. Persamaan linier SDS-PAGE bakteri S. agalactiae

Figure 5.

Results of linear equations from SDS-PAGE bacterium S. agalactiae
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Tabel 4. Ukuran protein hasil SDS-PAGE bakteri S. agalactiae yang diinaktivasi dengan 0,5%
formalin dan diinaktivasi dengan 3% NBF

Table 4. Size of protein analyzed with SDS-PAGE in bacterium S. agalactiae inactivated with
0.5% formalin and inactivated with 3% NBF

Migrasi
Migration

(cm)

Sampel
Sample

Pita BM
(Band) Rf Log BM (kDa)

1.15 5315 5.04866 111.86
1.7 5315 4.92128 83.42
1.8 5315 4.89812 79.09

5.315 4.77074 58.98
2.5 . 5.315 4.736 54.45

5315 4.53914  34.61
4.1 5315 4.36544 23.20
4.5 . 5.315 4.2728 18.74
4.6 5315 4.24964 17.77
4.8 5315 4.20332 15.97

Sel utuh
Whole cell (1)

Ul Ul Ul U1 U1 U1 U1 U1 UT L

1.15 5315 5.04866 111.86
1.7 5315 4.92128 83.42
1.8 5315 4.89812 79.09

5.315 4.77074 58.98
2.5 . 5.315 4.736 54.45
2.9 5315 4.64336 43.99

5315 4.53914 34.61
4.1 5315 4.36544 23.20
4.6 5315 4.24964 17.77
4.8 5315 4.20332 15.97

Sel utuh
Whole cell (2)

5
5
5
5
5
5
5
5
5
5

ECP (1) 4.5 0.9 . 5.315 4.2728 18.74

ECP (2) 1.7 0.34 5315 4.92128 83.42
4.2 0.84 5.315  4.34228 21.99

Supernatan 1.7 0.34 . 5315 4.92128 83.42
Supernatant (1)

Supernatan 1.7 0.34 5.315 492128 83.42
Supernatant (2) 0.47 5315 4.77074 58.98
4.2 0.84 5.315  4.34228 21.99

Pasebo (Placebo) (1) 1.7 0.34 .158 5.315 492128 83.42

Plasebo 1.15 0.23 .158 5.315 5.04866 111.86
Placebo (2) 1.8 0.36 158 5.315 4.89812 79.09
4.1 0.82 158 5315 4.36544  23.20
4.5 0.9 158  5.315 4.2728 18.74

Keterangan (Description):

ECP = Produk ekstraselular (Extracellular products); (1) = Inaktivasi 0,5% formalin (0.5% formalin inacti-
vated); (2) = Inaktivasi 3% NBF (Inactivation of 3% NBF (neutral buffered formalin))
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memiliki berat molekul protein yang berada
pada kisaran protein yang disarankan oleh
Pasnik et al. (2005), yakni berkisar antara 47-
75 kDa, dan yang paling dominan adalah pro-
tein 54 kDa dan 55 kDa. Produk vaksin dari
subunit protein ini telah banyak dikembang-
kan dan diterapkan untuk pencegahan penya-
kit Streptococcosis. Amrullah (2014) melaku-
kan penelitian subunit vaksin menggunakan
protein toksin yang diperoleh dari hasil pe-
murnian fraksinasi protein produk ekstra-
selular bakteri S. agalactiae menggunakan tiga
pita protein dengan berat molekul berbeda
yaitu 76,52 kDa; 89 kDa; dan 132,92 kDa.

Identifikasi dan screening setiap antigen
potensial dimulai dari analisis profil protein.
Ho et al. (2011) mengemukakan bahwa ter-
dapat beberapa bakteri patogen yang telah
lengkap dianalisis profil protein antigenik-
nya dan digunakan sebagai kandidat untuk
pembuatan vaksin reverse, di antaranya adalah
Helicobacter pylori, Chlamydia trachomatis,
Edwavrdsiella tarda, Edwardsiella ictaluri, Shi-
gella flexneri, Borrelia garinii, dan Nisseria
meningitides. Bakteri tersebut telah berhasil
dilakukan rekayasa genetika dengan teknologi
kloning dan ekspresi antigen menggunakan
inang perantara untuk ekspresi yang diambil

dari sel tunggal seperti ragi dan Escherichia
coli.

Perlakuan formalin dapat memengaruhi
profil keberagaman protein dalam sediaan
vaksin. Formalin juga dapat merubah sensiti-
vitas protein terhadap aktivitas protease, dan
gangguan pada asosiasi peptida-MHC atau
reseptor pengenalan T-sel peptida kompleks-
MHC. Oleh karena itu, sangat disarankan untuk
menggunakan formalin dalam proses inaktiva-
si secara bijaksana, pengaruh perlakuan for-
malin dapat diminimalisasi pada tingkat awal
pengolahan antigen yaitu dengan melakukan
detoksifikasi formalin atau membatasi kon-
sentrasi formalin yang digunakan.

KESIMPULAN DAN SARAN

Inaktivasi vaksin A. hydrophila dan S.
agalactiae dengan 0,5% formalin dapat
menghasilkan berat total protein yang lebih
tinggi dibandingkan dengan sediaan vaksin
yang diinaktivasi dengan 3% NBF. Jumlah pi-
ta profil protein vaksin A. hydrophila dan S.
agalactiae hasil inaktivasi dengan 3% NBF le-
bih variatif dibandingkan dengan sediaan
vaksin yang diinaktivasi dengan 0,5% forma-
lin. Sediaan vaksin sel utuh memiliki jumlah

460

pita profil protein lebih variatif dibandingkan
dengan sediaan vaksin ECP, supernatan, dan
plasebo.

Formalin dapat digunakan sebagai bahan
fiksatif untuk inaktivasi vaksin bakteri, dire-
komendasikan dalam bentuk neutral buffer
formalin pada level konsentrasi 3%.
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