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ABSTRACT

A vaccine against African Swine Fever (ASF) is urgently needed to reduce losses for
pig farmers throughout the world. The study was aimed to test the immune response of mice
to an ASF-DNA vaccine with the A224L and A276R genes with polymer, lipofectamine, and
cholesterol adjuvants. Each mouse was vaccinated intramuscularly with 25 pg of plasmid
encapsulated with the above adjuvants. Mouse sera were collected at weeks 1, 2, 3 and 4.
Antibodies against A224L and A276R were detected by ELISA test using synthetic peptides
as antigens. Optical density (OD) values were analysed statistically using the Analysis
of Variance test with the SPSS Version 25. The results showed that the OD values of the
serum of mice given the ASF-A224L and A276R DNA vaccines with polymer adjuvants
(0.149), lipofectamine (0.080), and cholesterol (0.058), as well as control mice (0.020)
differed significantly (p= 0.000), while the time of serum collection had no significant effect
(p=0.517). The conclusion is that the OD values of mice sera after DNA-ASF-A224L
and A276R encapsulated with polymer, lipofectamine and cholesterol were statistically
significant, while sampling time did not show any statistically difference. Further studies
are needed to improve the adjuvant mixing protocol with larger quantities of plasmids.
Keywords: mice; DNA vaccine; ASF; polymer; ELISA

ABSTRAK

Vaksin terhadap penyakit Demam Babi Afrika (African Swine Fever/ASF) sangat
diperlukan untuk mengurangi kerugian peternak babi di seluruh dunia. Penelitian ini
bertujuan memaparkan pengujian vaksin DNA-ASF dengan gen A224L dan A276R pada
mencit dengan adjuvan polimer, lipofektamin dan kolesterol. Setiap mencit divaksinasi
secara intramuskuler dengan 25 pg plasmid yang dienkapsulasi dengan adjuvan tersebut.
Serum mencit dikumpulkan pada minggu ke-1, 2, 3 dan 4. Antibodi terhadap A224L dan
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A276R dideteksi dengan uji ELISA menggunakan peptida sintetik A224L dan A276R
sebagai antigen. Nilai optical density (OD) dianalisis secara statistika menggunakan uji
sidik ragam dengan aplikasi SPSS Versi 25. Hasil penelitian menujukkan nilai OD serum
mencit yang diberikan vaksin DNA ASF-A224L dan A276R dengan adjuvan polimer
(0,149), lipofektamin (0,080) dan kolesterol (0,058), serta mencit kontrol (0,020) berbeda
sangat nyata (p=0,000), sementara waktu pengambilan serum tidak berpengaruh nyata
(p=0,517). Simpulannya adalah nilai OD ELISA serum mencit yang diberikan vaksin DNA
ASF-A224L dan A276R antarperlakuan adjuvan polimer, lipofektamin, kolesterol, dan
kontrol secara statistika berbeda sangat nyata (p=0,000), sedangkan waktu pengambilan
serum secara statistika tidak berpengaruh nyata (p=0,517) terhadap nilai OD ELISA serum
mencit yang diberikan vaksin DNA ASF-A224L dan A276R. Kajian lebih lanjut diperlukan
untuk memperbaiki protokol pencampuran adjuvan dengan plasmid menggunakan kuantitas

lebih banyak.

Kata-kata kunci: mencit; vaksin DNA; ASF; polimer; ELISA

PENDAHULUAN

Penyakit Demam Babi Afrika
(African Swine Fever/ASF) adalah penyakit
virus pada babi dengan tingkat kematian
tinggi sampai 100% (Oura dan Arias, 2021).
Penyakit ASF ini menyebabkan kerugian
ekonomi yang besar bagi peternak babi
(Ayanwale et al, 2022; Gallardo et al.,
2017; Hershey et al., 2021). Vaksin terhadap
penyakit ASF ini hingga kini sedang dalam
masa pengembangan (Zhang et al., 2023).

Virus ASF termasuk virus yang
unik. Virus ini adalah virus DNA dengan
nukleositoplasma besar dengan struktur
multilayer dan bermorfologi kompleks;
genomnya terdiri atas 170-193kb DNA
beruntai ganda yang mengkode lebih dari
150 protein (Dixon ef al., 2013). Virus ini
berasal dari keluarga Asfarviridae (Alkhamis
et al., 2018; Aslanyan et al., 2020; Dixon et
al.,2013). Virus ASF dapat ditularkan oleh
arthropoda berupa caplak lunak (Anderson
etal., 1998).

Penyakit ASF diidentifikasi pertama
kali di Kenya pada tahun 1920 (Hakizimana
et al, 2021; Penrith dan Kivaria, 2022).
Virus ASF menyebar ke Asia, yaitu ke
Tiongkok (Zhao et al., 2022), Vietnam
(Nguyen et al., 2023), Filipina (Hsu et
al., 2023), Korea Selatan (Tiwari et al.,

2022), Timor Leste (Smith et al., 2019),
dan Indonesia (Dharmayanti et al., 2021).
Penyakit ASF ini juga sudah dilaporkan
keberadaanya di Provinsi Bali dan Nusa
Tenggara Timur (Tenaya et al., 2023).
Vaksin ASF belum dipasarkan di
dunia. Vaksin terhadap penyakit ASF ini
masih dalam tahap pengembangan (Zhang et
al., 2023a). Vaksin ASF sulit dikembangkan
karena virus ASF sulit dibiakkan di dalam
biakan sel dan target ASF adalah sel makrofag
sehingga inisiasi respons imun terganggu.
Fagositosis oleh makrofag menyebabkan
infeksi sel dan memperparah gejala
klinis (Dixon et al., 2019). Laboratorium
Biomedik dan Biologi Molekuler FKH
UNUD mengembangkan prototipe vaksin
DNA ASF berisi gen penyandi protein virus
ASF A2241.dan A276R. Tahap sebelumnya,
vaksin disuntikkan pada mencit dengan
lipofektamin dan kolesterol (Mahardika et
al.,2023). Karena adjuvan relatif mahal dan
tidak tersedia di Indonesia untuk produksi
massal. Alternatif yang hendak dicoba
adalah menggunakan polimer komersial
yang sudah diregistrasi di Indonesia.
Polimer sudah dipublikasi sebagai alternatif
pembawa vaksin DNA (Karpenko et al.,
2020; Zajac et al., 2023; Zhang et al.,
2017). Mekanisme kerja adjuvan polimer
secara umum terdiri atas peningkatan depot
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antigen, aktivasi sel dendritik, peradangan
terkontrol, pengaturan respons kekebalan,
dan proliferasi sel T dan B (Karpenko et al.,
2020; Nguyen et al., 2009).

Penelitian ini bertujuan memaparkan
proses pengembangan vaksin DNA ASF
dengan gen A224L dan A276R, serta
pengujian pada mencit dengan adjuvan
polimer, dibandingkan dengan lipofektamin
dan kolesterol.

METODE PENELITIAN

Plasmid DNA

Plasmid DNA rekombinan yang
digunakan adalah pGNMZ2022 terdaftar
paten nomor pendaftaran S00202310363
berisi gen A224L dan A276R virus
ASF. Plasmid itu berisi promoter human
cytomegalovirus (hCMV) dan situs bovine
growth hormone poly-A sehingga dikenal
oleh sistem transkripsi sel hewan dan
menghasilkan mRNA eukariotik yang
mempunyai ekor-AAAA(n) pada ujung-3°.

Protokol Enkapsulasi Vaksin DNA-ASF
A224L dan A276R dengan Lipofektamin
dan Kolesterol

Vaksin  dipreparasikan  menjadi
vaksin dosis tinggi sebesar 10 pg dalam 200
uL. Vaksin diformulasikan untuk 15 dosis.
Formulasi lipofektamin dari vaksin masing-
masing dosis terdiri atas dua campuran, yaitu
campuran 1 dan 2. Formulasi dari vaksin
dengan dosis tinggi adalah: Campuran 1
terdiri atas 1,125 mL media Gibco Opti-
mem  (Thermo-Fisher®)  dicampurkan
dengan lipofektamin 3000 sebanyak 225
mL; Campuran 2 terdiri atas 2,250 mL media
Gibco Opti-mem dicampurkan dengan
reagen p3000 sebanyak 300 pL dan 150
ug plasmid DNA-ASF A224L dan A276R
untuk masing-masing vaksin. Campuran 1
dan campuran 2 digabungkan.
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Protokol Enkapsulasi Vaksin DNA-ASF
A224L dan A276R dengan Polimer

Plasmid diencerkan 5000 pg plasmid
dengan NaCl fisiologis steril sehingga
volume akhir menjadi 462,5 mL dan
dihomogenkan dengan ultra-turrax dengan
kecepatan 10.000 rpm; Polimer komersial
ditambahkan 37,5 mL dengan penambahan
1 mL tiap sepuluh detik ke dalam larutan
plasmid tersebut, kemudian dihomogenkan
pada ultra-turrax dengan kecepatan 10.000
rpm. Campuran itu dihomogenkan pada
ultra-turrax dengan kecepatan 10.000 rpm
selama 15 menit. Thimerosal dihomogenkan
50 uL ke dalam campuran dan dihomogenkan
pada ultra-turrax dengan kecepatan 10.000
rpm selama satu menit. Campuran disimpan
pada suhu 4°C sampai digunakan.

Protokol Injeksi Mencit

Mencit jantan sehat berumur empat
minggu, dikelompokkan secara acak.
Mencit dibagi menjadi empat kelompok,
yaitu tiga kelompok mencit perlakuan dan
satu kelompok kontrol dengan masing-
masing kelompok berisi lima ekor mencit.
Kelompok perlakukan terdiri atas satu
kelompok dengan perlakuan lipofektamin,
satu kelompok dengan perlakuan kolesterol,
satu kelompok dengan perlakuan polimer.

Vaksin disuntikkan secara
intramuskuler pada otot paha.  Serum
mencit diambil setiap minggu selama empat
minggu pada vena fascialis. Pengambilan
sampel serum mencit menggunakan jarum
suntik ukuran 23G. Darah mencit diambil
sebanyak 500 uL pada vena facialis, darah
ditampung dengan microsentrifuge tube
berukuran 1,5 mL. Tabung diletakkan dalam
posisi horizontal agar serum terpisah dari
plasma dengan sempurna. Serum yang telah
terpisah ditempatkan pada microsentrifuge
tube 1,5 mL dan disimpan di lemari es
dengan suhu -20°C.

134



Kamil ef al.

Protokol ELISA

Serum mencit perlakuan  diuji
Enzyme Linked Immunosoerbent Assay/
ELISA menggunakan well ELISA dan
coating Buffer Laboratorium Biomedik
FKH UNUD. Tahap pertama coating protein
selama 24 jam dengan protein A224L dan
A276R yang tersedia di Laboratorium
Biomedik FKH UNUD. Plate dicuci dan
di-blocking menggunakan susu skim 5%.
Plate selanjutnya dicuci dengan PBS-tween
(campurkan larutan aquabidest 900 mL,
Phospat Buffer Saline (PBS) 100 mL, dan
Tween 500 puL sebanyak tiga kali. Serum
mencit diencerkan 50 kali pada PBS-tween
dan diinkubasi selama 1 jam. Setelah
pencucian tersebut, antibodi sekunder goat
anti-mouse 1gG diencerkan 1:500 dengan
PBS-tween dan diinkubasi selama satu jam.
Perubahan warna diamati selama 30 menit
setelah penambahan Substrate Alkaline
Phosphatase yellow (pNPP) (Sigma). Nilai
kepekatan optik (optical density/OD) diukur
dengan ELISA Reader Stat Fax 2100 pada
panjang gelombang 405 nm.

Analisis Data

Data OD ELISA dianalisis dengan
uji sidik ragam. Jika terdapat perbedaan
yang nyata, nilai tengah diuji dengan Tukey
Honestly Significant Difference (Tukey
HSD) menggunakan aplikasi SPSS.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil pengukuran nilai OD serum
mencit percobaan pada minggu ke-1, 2, 3,
dan 4 pada kelompok kontrol, perlakuan
lipofektamin (P1), kolesterol (P2), dan
polimer (P3), serta nilai rata-rata setiap
perlakuan setiap minggu disajikan pada
Tabel 1. Nilai OD tertinggi adalah 0,412
dan terendah adalah 0,000. Nilai rata-rata
tertinggi (0,183) diperoleh pada perlakuan P3
pada minggu ketiga dan keempat. Nilai OD
serum mencit yang diberikan vaksin DNA
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ASF-A224L dan A276R dengan adjuvan
polimer (0,149), lipofektamin (0,080), dan
kolesterol (0,058), serta mencit kontrol
(0,020) berbeda sangat nyata (p=0,000),
sementara waktu pengambilan serum tidak
berpengaruh nyata (p=0,517).

Hasil Uuji sidik ragam menunjukkan
nilai rata-rata perlakuan yang secara
statistika berbeda nyata (p<0.05) adalah
kontrol dengan P1, kontrol dengan P3, P1
dengan P3, dan P2 dengan P3. Diagram
batang nilai OD rata-rata semua kelompok
perlakuan dan kontrol pada setiap minggu
pengamatan ditampilkan pada Gambar 1.

Uraian terperinci tentang pengaruh
perlakuan dan waktu pengambilan serum
menunjukkan bahwa nilai OD ELISA
serum mencit yang diberikan vaksin DNA
ASF A224L dan A276R dengan perlakuan
adjuvan polimer (OD 0,149) secara statistika
nyata lebih tinggi, dibandingkan dengan
kontrol (OD 0,020; p=0,000), adjuvan
lipofektamin (OD 0,080; p=0,046), dan
adjuvan kolesterol (OD 0,058; p=0,003),
di samping itu, nilai OD ELISA serum
mencit yang diberikan vaksin DNA ASF-
A2241. dan A276R dengan perlakuan
adjuvan lipofektamin secara statistika nyata
lebih tinggi, dibandingkan dengan kontrol
(p=0,049), sementara dibandingkan dengan
adjuvan kolesterol secara statistika tidak
berbeda nyata (p=0,754).

Penelitian ini merupakan yang
pertama menggunakan vaksin DNA adjuvan
polimer di Indonesia. Penelitian sebelumnya
yang dilaporkan oleh Dewi et al. (2022);
Mahardika et al. (2023) menggunakan
adjuvan lipofektamin. Sementara itu
Danaeifar et al. (2023) sudah melaporkan
penelitian tentang vaksin DNA untuk
manusia menggunakan adjuvan polimer
untuk terapi kanker. Vaksin DNA sudah
diedarkan untuk Covid-19 di India (Dey et
al.,2021).
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Tabel 1. Nilai Optical Density (OD) Serum Mencit yang Divaksinasi dengan Vaksin DNA
ASF A224L dan A276R yang Diambil pada Minggu ke-1, 2, 3, dan 4 Setelah

Vaksinasi
Minggu ke- Ulangan Kontrol P1 P2 P3

1 0 0.165 0.041 0.102

2 0 0.081 0.069 0.031

3 0.06 0.073 0.173 0.091

! 4 0.023 0.016 0.159 0.202
5 0 0.138 0.187 0.005
Rataan 0.0166 0.0946 0.1258 0.0862

1 0 0.032 0.067 0.34

2 0 0.083 0 0.081

3 0 0.109 0 0.081

2 4 0.019 0.089 0.144 0.042
5 0 0.005 0 0.014
Rataan 0.0038 0.0636 0.0422 0.1116

1 0 0.165 0.001 0.182

2 0.005 0.081 0.068 0.412

3 3 0 0.033 0.124 0.14
4 0.084 0.167 0.012 0.104

5 0.099 0.006 0 0.077

Rataan 0.0376 0.0904 0.041 0.183

1 0.005 0.082 0.016 0.365

2 0.014 0.155 0 0.15

3 0.045 0.05 0.048 0.144

4 4 0.048 0.017 0.048 0.187
5 0.005 0.06 0 0.068
Rataan 0.0234 0.0728 0.0224 0.1828
Rataan total* 0.020° 0.080° 0.058° 0.141°

Keterangan: Huruf yang sama artinya secara statistik tidak berbeda nyata (p>0.05).
Huruf yang berbeda artinya secara statistik berbeda nyata (p<0,05).

Keunggulan vaksin DNA adalah
biaya produksi yang murah dan vaksinnya
stabil.  Penggunaan vaksin DNA pada
laporan penelitian lain menunjukkan respons
antibodi yang kuat pada mencit (Dupuy
et al., 2011). Dari artikel tinjauan pustaka
disebutkan bahwa vaksin DNA sudah
diujicobakan untuk penyakit toksoplasma
dan cacing hati (Jayaraj et al., 2019; Zhang
et al., 2023b) dan pada ikan (Tonheim et
al., 2008). Penggunaan polimer juga telah
diujicobakan (Danaeifar et al., 2023).

Penggunaan untuk hewan masih terbatas
sebagai hewan coba untuk vaksin manusia,
termasuk untuk Covid-19 (Andrade et al.,
2023;Bergmanetal.,2006; Deyetal.,2021).
Penggunaan vaksin DNA untuk virus ASF
juga sudah dilaporkan, walaupun hasilnya
belum baik (Sereda et al., 2023). Hal-hal
penting yang masih dipermasalahkan dalam
vaksin DNA adalah keamanan, potensi
integrasi pada kromosom, distribusi di
jaringan, toleransi dan autoimun (Smith,
2000).
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Diagram Batang Nilai OD Rata-rata Semua Kelompok Perlakuan dan Kontrol

pada Setiap Minggu Pengamatan. 1 = kontrol; 2 = P1 (adjuvan lipofektamin);
3 = P2 (adjuvan kolesterol); 4 = P3 (adjuvan polimer); Kotak arsir titik-titik:
minggu kesatu; Kotak arsir melintang: minggu kedua; Kotak arsir garis putus-
putus vertikal: minggu ketiga; Kotak arsir bata: minggu keempat.

Keunggulan vaksin DNA adalah
fleksibilitas dan kecepatan produksi,
stabilitas, respons 1imun yang lebih
komprehensif, kemampuan mengatasi
variasi virus, tidak memerlukan virus aktif,
serta aman (Conforti ef al., 2022; Dey et al.,
2021; Khalid dan Poh, 2023).

Sepanjang  penelusuran  penulis,
eksperimen dengan DNA dan polimer ini
adalah yang pertama di Indonesia sehingga
perlu dimatangkan lebih lanjut. Nilai OD
yang diperoleh tertinggi adalah 0,412 dan
terendah adalah 0,000. Nilai rata-rata
tertinggi (0,183) diperoleh pada perlakuan
P3 pada minggu ketiga dan keempat.

Penggunaan  adjuvan  polimer
menghasilkan nilai OD lebih tinggi,
dibandingkan lipofektamin yang

merupakan pembawa DNA atau mRNA
baku internasional (Kozak et al., 2013;
Pardi et al., 2018; Rose et al., 2018;
Shakya dan Nandakumar, 2023). Laporan
penelitian sebelumnya dengan lipofektamin
menghasilkan nilai OD tertinggi sebesar

0,452 (Mahardika et al., 2023). Peneliti lain
melaporkan nilai OD tertinggi sebesar 1,161
(Dewi et al., 2022). Kemungkinan alasan
rendahnya nilai OD dengan lipofektamin
pada penelitian ini karena konsentrasi DNA
yang relatif rendah sehingga memerlukan
volume yang lebih besar. Ini menyebabkan
kontak lipofektamin dengan DNA tidak
optimal. Hal ini perlu dikaji lebih lanjut.

Hasil penelitian ini menunjukkan
bahwa nilai rata-rata perlakuan yang secara
statistika berbeda nyata (p<0,05) adalah
kontrol dengan P1, kontrol dengan P3, P1
dengan P3, dan P2 dengan P3, atau dengan
kata lain, perlakuan dengan polimer (P3)
menghasilkan nilai OD yang tertinggi pada
minggu ketiga dan keempat. Hasil itu juga
tergambar dengan jelas pada Gambar 1. Pada
Gambar 1 tersebut menunjukkan bahwa
respons imun dengan adjuvan polimer sudah
tampak pada minggu kesatu dan meningkat
sampai minggu keempat. Nilai OD setelah
itu tidak diketahui karena penelitian sudah
dihentikan.
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Walaupun nilai OD masih rendah
artinya respons 1imun belum optimal,
penelitian ini menunjukkan bahwa polimer
dapat digunakan sebagai pembawa vaksin
DNA. Adapun respons imun yang masih
belum optimal perlu dikaji lebih lanjut.
Dalam penelitian ini, polimer ditambahkan
terakhir setelah DNA dicampur dengan
NaCl fisiologis untuk memperoleh volume
vaksin yang diperlukan sehingga interaksi
polimer dengan DN A menjadi tidak optimal.
Salah satu perbaikan yang dapat disarankan
adalah sejumlah volume polimer perlu
dicampurkan dengan DNA dalam volume
yang sama dan dihomogenkan terlebih
dahulu sebelum ditambahkan volume
pengencer sesuai keperluan.

Walaupun nilainya masih
rendah, hasil ELISA dalam uji ini dapat
dikatakan khas. Uji ELISA adalah metode
laboratorium  yang digunakan untuk
mendeteksi keberadaan atau konsentrasi
suatu substansi tertentu dalam sampel
cairan biologis, seperti darah, urine, saliva,
atau cairan lainnya. Dasar metode ELISA
berprinsip bahwa antibodi atau antigen
tertentu akan berinteraksi secara spesifik
dengan target yang diinginkan. Reaksi
diukur dengan mengukur aktivitas enzim
yang dikonjugasikan pada antibodi terhadap
substrat yang sesuai (Dita 2021; Tignon et
al., 2011).

Pada penelitian ini, nilai kelompok
kontrol antara 0,00-0,03 yang menunjukkan
bahwa ELISA yang digunakan spesifik.
Nilai OD pada kelompok P3 dengan adjuvan
polimer pada minggu ketiga dan keempat
setelah vaksinasi (nilai OD 0,183 dan
0,1828) secara statistika nyata lebih tinggi,
dibandingkan kontrol (OD 0,0376 dan
0,0234) dan P2 dengan adjuvan kolesterol
(OD 0,041 dan 0,0224). Hal tersebut
disajikan pada Tabel 1 dan Gambar 1.

Protokol pencampuran adjuvan
dengan DNA dalam penelitian ini perlu
diuji lebih lanjut dan kuantitas DNA perlu
dinaikkan. Penelitian ini menggunakan
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dosis 25 pg per hewan coba. Peneliti lain
pada mencit menggunakan 50-100 pg per
hewan coba (Degan et al., 1998). Hal ini
tampaknya juga menyebabkan nilai OD
yang diamati relatif masih rendah dalam
penelitian ini.

Nilai OD ELISA serum mencit yang
diberikan vaksin DNA ASF-A224L dan
A276R antarperlakuan adjuvan polimer,
lipofektamin, kolesterol, dan kontrol secara
statistika berbeda sangat nyata (p=0,000),
di samping itu, waktu pengambilan serum
secara statistika tidak berpengaruh nyata
(p=0,517) terhadap nilai OD ELISA serum
mencit yang diberikan vaksin DNA ASF-
A2241 dan A276R dengan adjuvan polimer,
lipofektamin dan kolesterol.

SIMPULAN

Nilai OD ELISA serum mencit yang
diberikan vaksin DNA ASF-A224L. dan
A276R antarperlakuan adjuvan polimer (OD
0,141), lipofektamin (OD 0,080), kolesterol
(OD 0,058), dan kontrol (OD 0,020)
berbeda sangat nyata (p=0,000). Waktu
pengambilan serum tidak berpengaruh nyata
(p=0,517) terhadap nilai OD ELISA serum
mencit yang diberikan vaksin DNA ASF-
A2241L dan A276R dengan adjuvan polimer,
lipofektamin dan kolesterol

SARAN

Protokol pencampuran adjuvan
dengan DNA perlu diuji lebih lanjut dan
kuantitas DNA perlu ditingkatkan.
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