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RINGKASAN 

 

Rachmat Noer Soelistyoadi. Proliferasi Sel TNF-α, IL-1β dan IL-6 Sebagai 
Penanda Ketahanan Gen Imun Ikan Koi  (Cyprinus carpio) Terhadap Serangan 
Parasit Myxobolus Koi.  Di bawah bimbingan Dr. Uun Yanuhar, S.Pi, M.Si dan 
Prof. Dr. Ir. Maftuch, M.Si 
 

 Peningkatan permintaan perdagangan ikan peliharaan akan diikuti dengan 
peningkatan risiko penyebaran lintas area dari beberapa patogen. Industri 
perdagangan ikan hias secara tidak langsung telah  memindahkan jutaan ikan setiap 
tahun di seluruh dunia, hal ini didukung oleh perkembangan konektivitas global dan 
waktu transportasi yang semakin pendek. Myxosporean adalah endoparasit  jenis 
cnidaria memiliki distribusi yang luas di seluruh dunia dan menyebabkan kerugian 
ekonomi pada perikanan dan akuakultur (Mathews et al., 2018). Myxobolus koi 
adalah jenis parasit myxospore yang banyak menginfeksi ikan hias tawar, penyakit 
ini disebut juga myxobolusis. Myxobolusis pada insang menginfeksi ikan mas pada 
stadia juvenile. Penyakit pada ikan biasanya sulit untuk dikendalikan ketika penyakit 
telah menginfeksi sering terlambat dalam penanganan untuk mencegah kerugian 
yang lebih besar, untuk itu mengetahui tingkat kesehatan ikan adalah hal yang 
sangat penting (Tonguthai, 1997 ; Robert, R.J. 2012). Parameter klinis dan indeks 
zootechnical sudah dirasakan tidak cukup untuk memantau kesehatan ikan ketika 
terjadi awal infeksi, Karena itu, di samping penanda tradisional (biokimia, histologis, 
morfologis dan fisiologis), penting untuk mencari parameter alternatif seperti 
biomarker molekuler, dalam  perspektif gen pengkode protein yang terkait dengan 
stress adalah kandidat yang baik (Gornati et al., 2005). Tujuan Penelitian ini adalah 
untuk  mengetahui dan menganalisa TNF-α,  IL-1β dan IL-6 sebagai potensi 
biomarker untuk mengevaluasi tingkat kesehatan ikan, Membandingkan  ekspresi 
TNF-α,  IL-1β dan IL-6  pada ikan koi yang terinfeksi dan yang tidak terinfeksi parasit 
Myxobolus koi. 

Penelitian Tahap 1 

 Hasil pengamatan klinis ikan yang terinfeksi Myxobolus koi yaitu insang 
berwarna pucat, operculum  tidak dapat menutup dengan sempurna, memiliki 
gerakan operculum yang lebih cepat dibandingkan ikan sehat , sering menuju 
permukaan air untuk bernafas serta  terdapat nodul putih pada insang. Pada ikan 
yang terinfeksi terjadi hiperplasia tulang rawan lamella primer yang menyelimuti kista 
parasit serta adanya proses enkapsulasi yang mengelilingi kista oleh tulang rawan 
insang, Proses enkapsulasi merupakan salah satu bentuk pertahanan inang 
terhadap parasit untuk kemudian dikeluarkan dari tubuh namun beberapa parasit 
dapat bertahan hidup di dalam jaringan tubuh inang yang menyebabkan kematian, 
spora parasite  Myxobolus koi berukuran antara 12-15 µm.  
 Uji PCR pada organ insang dan usus dengan menggunakan primer ERB1 
ACCTGGTTGATCCTGCCAG (F) dan ERB10 CTCCGCAGGTTCACCTACGG (R), 
menunjukkan ikan yang secara klinis terinfeksi Myxobolus  hasil elektroforesis 
menunjukkan pita (band)  muncul di 2000 bp, namun pada ikan yang secara klinis 
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terindikasi sehat band tetap muncul meskipun tidak terlalu jelas (positif ringan). Hal 
ini membuktikan serangan parasit tidak selalu dimulai dengan adanya gejala klinis 
tertentu. Hasil elektroforesis menunjukkan pada organ insang dan usus di ikan yang 
positif dan negative Myxobolus, respon dari sitokin menunjukkan TNFα, IL-1β dan 
IL-6 terekspresi pada masing-masing band, TNFα muncul pada 300 bp ; IL-1β = 206 
bp dan  IL-6 = 256 bp. Menurut Bird et al., 2005 dan Bo et al., 2015) sitokin juga 
ditemukan pada jaringan ikan yang sehat seperti pada jaringan otot, hati, kulit, sirip, 
jantung, ginjal, limpa, insang, saluran pencernaan dan otak, sehingga pada ikan 
yang negative Myxobolus sitokin TNFα, IL-1β dan IL-6 juga terekspresi dalam 
persentase intensitas yang lebih kecil.  
  
Penelitian Tahap 2 

 Semiquantitatif PCR dianalisa dengan menggunakan software ImageJ versi 
1.52A menunjukkan terdapat perbedaan intensitas (%) antara ikan koi yang 
terinfeksi dan yang tidak. Ikan yang terinfeksi memiliki intensitas TNFα yang lebih 
tinggi dibandingkan dengan ikan sehat, insang pada ikan sehat memilki intensitas 
TNF-α 26,682 % dan pada ikan terinfeksi 27,004 % pada usus ikan sehat memiliki 
intensitas TNF-α 29,668 % dan pada usus ikan yang terinfeksi 16,646 %. IL-1β ikan 
yang terinfeksi memiliki intensitas yang lebih tinggi dibandingkan dengan ikan sehat, 
insang pada ikan sehat memilki intensitas IL-1β 22,629 % dan pada ikan terinfeksi 
39,147 % pada usus ikan sehat memiliki intensitas IL-1β 14,589 % dan pada usus 
ikan yang terinfeksi 23,635 % dan  IL-6 ikan yang terinfeksi memiliki intensitas yang 
lebih tinggi dibandingkan dengan ikan sehat, insang pada ikan sehat memilki 
intensitas IL-6 22,712 % dan pada ikan terinfeksi 27,201 %, pada usus ikan sehat 
intensitas IL-6  tidak terekspresi dan usus ikan yang terinfeksi 50.086%.  Sequensing 
DNA parasit Myxobolus koi yang menginfeksi  ikan koi (Cyprinus carpio) di Blitar 
memiliki kemiripan (percent identity) dari data Gen Bank dengan beberapa 
organisme  tingkat homologi dari sampel antara 95,99 – 99,37% dengan E-value 0.0, 
kemiripan tertinggi terjadi pada kode sampel KT.240127.1 yaitu pada Myxobolus koi 
yang menginfeksi ikan  Rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) di Barat Daya China.  

 Berdasarkan hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa ikan yang terinfeksi 
memiliki intensitas sitokin TNFα, IL-1β dan IL-6 yang lebih tinggi dibandingkan 
dengan ikan sehat, sehingga dapat dijadikan potensi biomarker untuk mendeteksi 
infeksi parasit Myxobolus koi pada fase yang lebih awal.   
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Glosarium 

 

PCR Polymerase chain reaction, merupakan tehnik amplifikasi DNA 
selektif in vitro yang meniru fenomena replikasi DNA in vivo 

Sel B  sel limfosit yang berperan pada kekebalan humoral inang 

MHC  molekul major histocompatibility complex (komplek 
histokompatibiliti utama), sekumpulan gen yang ditemukan pada 
semua jenis vertebrate yang berperan dalam pengikatan dan 
mempresentasikan peptida antigen, terdiri dari MHC kelas I dan 
MHC kelas II 

Cytokin Senyawa protein dengan berat molekul kira-kira 8-80 kDa yang 
merupakan mediator larut fase efektor imun natural dan adaptif 

TNFα Tumor necrosis factor, merupakan salah satu sitokin, yang terlibat 
dalam patogenesis (proinflamasi) dan komunikasi antara sel 

IL1β sitokin pro-inflamatory dan diekspresikan oleh banyak sel termasuk 
makrofag, sel NK, monosit, dan neutrofil 

DNA Deoxyribonucleat acid , merupakan polimer yang menyimpan dan 
menyandi informasi genetika organisme, dan disusun oleh 
nukleotida arginin (A), timin (T), sitosin (C), dan guanine (G) 

mRNA messenger RNA, merupakan RNA yang merupakan hasil 
transkripsi DNA dan menjadi perantara pembawa urutan protein 
dalam proses translasi 

Proliferasi Pertumbuhan dan penambahan sel yang sangat cepat dalam 
kondisi yang abnomal 

Interferon Merupakan  sitokin yang tersusun atas glikoprotein yang disekresi 
sel vertebrate akibat stimulus antigen/patogen 

PRRs :  Pattern recognition receptors, merupakan kumpulan molekul inang 
yang berperan dalam pengenalan pathogen 

Imunitas 
adaptif 

Secara sistematis diperantarai oleh limfosit dan dirangsang oleh 
adanya agen infeksius. Imunitas ini ditandai dengan spesifitas tinggi 
dan memiliki memori yaitu kemampuan dalam merespon agen 
infeksi yang sama secara berulang, lebih cepat dan kuat. 

Imunitas 
alami 

Bentuk pertahanan dari agen infeksi dan bergantung pada 
mekanisme yang ada yang sebelum terjadi infeksi, respon cepat 
serta bereaksi dengan cara yang sama pada semua agen infeksi 

Imunitas 
humoral 

Jenis respon imun adaptif dan diperantarai oleh antibodi yang 
diproduksi oleh sel B 

Imunitas 
seluler 

Jenis imun adaptif yang diperantarai oleh limfosit T dan berperan 
dalam mekanisme pertahanan terhadap agen infeksi seperti 
aktivasi fagosit diperantarai oleh sel CD4+ 

Inflamasi Suatu reaksi komplek jaringan tervaskularisasi terhadap infeksi 
yang melibatkan akumulasi ekstravaskuler protein plasma dan 
leukosit. Peran inflamasi sebagai pelindung dalam mengendalikan 
infeksi dan meningkatkan perbaikan jaringan tetapi dapat 
menyebabkan kerusakan jaringan dan penyakit. 



xviii 
 

Kemokin Keluarga sitokin dengan berat molekul rendah yang mempunyai 
struktur homolog untuk merangsang kemotaksis leukosit, migrasi 
leukosit dari darah menuju jaringan sehingga mengaktifkan integrin 
leukosit dan melindungi berbagai jenis limfosit dan APC pada organ 
limfoid. 

Komplemen  Protein serum dan permukaan sel yang berinteraksi satu sama lain 
serta dengan molekul sistem imun menghasilkan efektor respon 
imun alami dan adaptif. Hal ini diaktifkan oleh kompleks antigen-
antibodi, permukaan mikroba, dan lektin plasma yang mengikat 
mikroba, terdiri dari kaskade enzim proteolitik menghasilkan 
mediator inflamasi dan opsonin sehingga mengarah untuk lisis sel 
dalam membran sel. 

Limfosit B Sel yang mampu menghasilkan molekul antibodi sebagai mediator 
respon imun humoral. Sel ini berkembang dalam sumsum tulang 
belakang, sel B matur dalam folikel limfoid dan jaringan limfoid 
sekunder, dan sedikit dalam darah. 

Limfosit T Komponen utama dalam respon imunseluler pada sistem imun 
adaptif yang mengekspresikan reseptor antigen mengenali fragmen 
peptide protein asing yang terikat pada olekul MHC. 

Pathogen-
associatted 
Molecullar 
Pattern 
(PAMPs) 

Molekul asing yang dianggap sebagai toksin dan faktor virulen dari 
mikroba patogen yang dikenali inang sebagai antigen sehingga 
digunakan sebagai sinyal untuk diproses oleh sel-sel imun.  

Respiratory 
burst 

Proses yang ditandai oleh produksi oksigen reaktif seperti anion 
peroksida, radikal hidroksil dan hidrogen peroksida di makrofag dan 
leukosit, serta diperantarai oleh enzim fagosit oksidase yang dipicu 
oleh mediator inflamasi seperti sitokin atau produk bakteri. 

Sel Antigen 
Presenting 
Cell (APC) 

Sel yang menyediakan peptide antigen protein terikat oleh molekul 
MHC pada permukaannya dan mengaktifkan sel T spesifik-antigen 
serta mengekspresikan kostimulator untuk mengoptimalkan 
pengaktifan limfosit T. 

Sel dendritik Sel yang dihasilkan sumsum tulang, terdapat pada jaringan epitel 
dan limfoid, secara morfologis ditandai dengan penonjolan 
membran tipis dan berperan sebagai APC untuk memulai respon 
terhadap antigen. 

Sel Natural 
Killer (NK) 

Subset sel-sel limfoid yang berfungsi untuk membunuh sel yang 
terinfeksi mikroba melalui mekanisme litik langsung dan sekresi 
IFN-γ dalam respon alami 

Sel T helper 
(Th) 

Kelas limfosit T yang berfungsi mengaktifkan makrofag, 
meningkatkan peradangan pada respon imun seluler dan 
meningkatkan produksi antibodi sel B dalam respon imun humoral.  

Index 
Zootechnical 

Indeks untuk mengidentifikasi organisme 

Elektroforesis Tehnik pemisahan molekul sel berdasarkan massa dan bentuk 
molekulnya dengan menggunakan medan listrik yang dialirkan pada 
suatu medium yang mengandung sampel yang akan dipisahkan                   

Annealing Tahap penempelan primer pada bagian DNA template 
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Primer Sepasang DNA untai tunggal atau oligonukleotida rantai pendek 
yang menginisiasi gen DNA target  

Sequensing Tehnik penentuan urutan basa nukleotida pada molekul DNA 

Melting 
Temperature 
(Tm) 

Suhu dimana 50% untai ganda DNA terpisah 

 

 



1. PENDAHULUAN 

 

1.1. Latar Belakang 

 Secara global industri akuakultur pada sektor ikan hias tumbuh 

berkembang dengan pesat dalam beberapa dekade terakhir. nilai perdagangan 

global ikan hias diperkirakan lebih dari 15 juta dolar dengan pertumbuhan 

tahunan 8 %. Salah satunya adalah ikan koi yang merupakan  strain hias dari 

ikan mas (Cyprinus carpio) (Safari dan Sarkheil, 2018). 

 Dengan meningkatnya permintaan perdagangan ikan peliharaan, 

menyebabkan peningkatan risiko penyebaran lintas area dari beberapa patogen. 

Industri perdagangan ikan hias secara tidak langsung telah  memindahkan jutaan 

ikan setiap tahun di seluruh dunia, hal ini didukung oleh perkembangan 

konektivitas global dan waktu transportasi yang semakin pendek, dalam 

beberapa kasus mengakibatkan parasit myxosporean berpindah ke wilayah baru 

yang menyebabkan perubahan patologis dan kematian pada ikan. Myxosporean 

adalah endoparasit  jenis cnidaria memiliki distribusi yang luas di seluruh dunia 

dan menyebabkan kerugian ekonomi pada perikanan dan akuakultur, kematian 

akibat Myxobolus koi juga dilaporkan pada ikan koi yang dilalulintaskan dari asia 

menuju Inggris dan Amerika Serikat  (Mathews et al., 2018). 

 Myxobolus koi adalah jenis parasit myxospore yang banyak menginfeksi 

ikan hias tawar, penyakit ini disebut juga myxobolusis. Myxobolusis pada insang 

menginfeksi ikan mas pada stadia juvenile pada budidaya ikan mas di jepang 

dan menimbulkan kerugian yang besar (Yokohama et al.,1997).  Penyakit ini 

menjadi masalah serius pada ikan mas, koki dan beberapa ikan hias lainnya, 

menyebabkan kematian hingga 60-90% dengan prevalensi mencapai 100%.  

Serangan myxobolus di Indonesia telah terjadi pada tahun 1974 dan 1978 yang 

menyebabkan kematian hingga 100% ikan koi terutama pada fase juvenile. Ikan 
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yang diserang oleh penyakit myxobolusis menunjukkan kesulitan bernafas 

karena menemukan adanya nodul atau kista atau nodul pada filamen insang. Di 

Blitar dilaporkan oleh petani bahwa pada tahun 2010 telah terjadi wabah 

myxobolusis pada koi berukuran 3-5 cm dengan tingkat kematian mencapai 

hingga 90%. Sedangkan pada tahun 2002 kematian masal ikan mas telah terjadi 

di Kulon Progo dan Sleman, disebabkan oleh parasit Myxobolus sp. dan 

Henneguya sehingga kerugian yang dialami para pembudidaya ikan cukup 

besar. Myxobolus sp. juga ditemukan di Ngrajek, Kabupaten Magelang pada 

tahun 2006 dengan prevalensi mencapai hingga 91%. Diikuti kolam ikan emas 

koi di Blitar dengan prevalensi mencapai hingga 86% pada tahun 2010 (Gunanti, 

2017).  

 Pada tahun 2013  Myxobolus koi masuk ke dalam daftar penyakit hama 

penyakit karantina (HIPK) kelas I dari jenis parasit  yang tertuang pada  

Keputusan Menteri Kelautan Dan Perikanan Nomor 26/Kepmen-Kp/2013 

Tentang Penetapan Jenis-Jenis Hama Dan Penyakit Ikan Karantina, Golongan, 

Media Pembawa, Dan Sebarannya, yang berarti apabila ditemukan parasit pada  

ini di media pembawa wajib untuk dilakukan tindak pemusnahan (Anonymous, 

2013).  Laporan mengenai infeksi Myxobolus koi juga telah dilaporkan di 

beberapa wilayah Asia  antara lain menginfeksi ikan mas di Vietnam Utara, ikan 

mas dan tawes (Puntious gonionotus) dari Jawa, Indonesia. Infeksi pada fase 

juvenile menyebabkan ikan kurus dan mati,  infeksi pada tingkat yang berat 

menyebabkan oklusi cabang sirkulasi, nekrosis, dan disfungsi pernapasan. 

Infeksi Epizootic dari Myxobolus pyriformis berulang kali ditemukan pada ikan 

gurame di Jawa, Indonesia, sejak tahun 1951, dari Malaysia juga menyebutkan 

infeksi Myxobolus sp. pada "Japanese Koi" dan ikan mas. Infeksi Myxosoma 

(syn. Of Myxobolus) pada benih ikan mas dari Taiwan dilaporkan menyebabkan 
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pembengkakan seperti tumor di otot-otot trunkus dengan tingkat kematian 50% 

(Papperna, 1991) . 

 Penyakit pada ikan biasanya sulit untuk dikendalikan dan disembuhkan, 

ketika penyakit telah menginfeksi sering terlambat dalam penanganan untuk 

mencegah kerugian yang lebih besar, untuk itu mengetahui tingkat kesehatan 

ikan adalah hal yang sangat penting (Tonguthai, 1997 ; Robert, R.J. 2012). 

Parameter klinis dan indeks zootechnical sudah dirasakan tidak cukup untuk 

memantau kesehatan ikan ketika terjadi awal infeksi, Karena itu, di samping 

penanda tradisional (biokimia, histologis, morfologis dan fisiologis), penting untuk 

mencari parameter alternatif seperti biomarker molekuler. strategi genom sedang 

melakukan revolusi penelitian ilmiah dalam pemahaman fisiologi ikan dan evolusi 

gen,  hal ini juga karena relatif mudah untuk mengisolasi gen novel dan homolog 

menggunakan publik database. Pencarian untuk penanda molekuler dapat 

didekati dengan mencari mereka di antara gen-gen yang ekspresinya cukup bisa 

dimodifikasi kondisi yang berbeda. dalam  perspektif gen pengkode protein yang 

terkait dengan stress adalah kandidat yang baik (Gornati et al., 2005). 

 Aktivitas sitokin sudah diketahui dan dipelajari pada mamalia sejak tahun 

1957, di mana interferon-alfa (IFN-α) adalah yang pertama diteliti. Namun, pada 

awal 1980-an kloning molekuler dari sitokin pertama (IFNα, IL-1, IL-2 dan TNFα) 

telah ditemukan. Studi mengenai regulasi imunitas ikan, dimulai pada awal 1990-

an karena pentingnya ikan dalam industri budidaya dan kebutuhan untuk 

memahami imunitas dan masalah penyakit. Sitokin pertama yang dikloning pada 

ikan adalah TGF-β diikuti  oleh IL-1β  dan beberapa tahun kemudian oleh TNF-α 

(Jacobson et al., 2017). 

 Tumor necrosis factor-alpha (TNF-α) adalah sitokin proinflamasi utama 

yang memainkan peran kunci dalam proses inflamasi yang menghadapi invasi 
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patogen dan pertahanan antimikroba, dimediasi melalui limfosit, aktivasi leukosit, 

proliferasi sel, diferensiasi dan apoptosis. TNF-α diproduksi oleh monosit, 

makrofag, leukosit polimorfonuklear, sel mast, dan sel otot polos selama 

peradangan akut pada ikan. TNF-α dipelajari dengan baik dan dikloning dari 

berbagai spesies, Selain itu, TNFα telah dijadikan sebagai indikator kesehatan 

yang sangat baik dan biomarker keberhasilan vaksin di teleosts (Nguyen et al., 

2017). 

1.2. Rumusan Masalah 

 Infeksi  parasit Myxobolus sp. dapat merusak jaringan insang ikan, otot, 

usus, ginjal, dan hati  (Camus dan Griffin, 2010). Seringkali infeksi parasit tidak 

terlihat secara visual jika tidak ada  tanda-tanda khusus pada ikan, pemeriksaan 

dapat dilakukan dengan membuat preparat rentang (smear) atau dengan  

melakukan  pemeriksaan yang didasarkan pada gejala-gejala fisik yang meliputi 

perubahan tingkah laku, lesi-lesi tubuh, perubahan morfologis dan anatomi ikan ( 

Sarjito et al., 2013). Saat ini parameter klinis dan indeks zootechnical sudah 

dirasakan tidak cukup untuk memantau kesehatan ikan ketika terjadi infeksi 

kronis, di samping penanda tradisional penting untuk mencari parameter 

alternatif seperti biomarker molekuler (Gornati et al., 2005). Oleh karena itu, 

rumusan masalah dari penelitian adalah : Seberapa besar pengaruh parasit 

Myxobolus koi pada ekspresi TNF-α,  IL-1β dan IL-6 pada organ ikan koi 

(Cyprinus carpio) yang terinfeksi dan yang tidak terinfeksi. 

1.3. Tujuan Penelitian 

1. Mengetahui dan menganalisa TNF-α,  IL-1β dan IL-6 sebagai potensi 

biomarker untuk mengevaluasi tingkat kesehatan ikan. 

2. Membandingkan  ekspresi TNF-α,  IL-1β dan IL-6  pada ikan koi yang 

terinfeksi dan yang tidak terinfeksi parasit Myxobolus koi. 



5 
 

1.4. Manfaat Penelitian 

 Manfaat penelitian ini adalah memberikan informasi tentang potensi 

ekspresi sitokin TNF-α,  IL-1β dan IL-6 sebagai biomarker untuk mendeteksi  

parasit Myxobolus koi yang menginfeksi Ikan koi (Cyprinus carpio). Penelitian ini 

diharapkan mampu memberikan kontribusi bagi perkembangan ilmu 

pengetahuan mengenai penyakit ikan. 

 



2. TINJUAN PUSTAKA 
 
 
 

2.1. Ikan Koi (Cyprinus carpio) 
2.1.1. Klasifikasi 

Menurut Saanin (1984), klasifikasi ikan koi adalah sebagai berikut : 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 1. Ikan Koi (Cyprinus carpio). (Mao et al., 2019)  

2.1.2. Morfologi 

 Bentuk tubuh ikan koi memanjang dan agak pipih. Memilki bibir tebal 

dengan dua pasang duri (barbel) pada sudut mulut, dengan ukuran barbel yang  

lebih pendek terdapat pada bibir atas. Dasar sirip punggung memiliki dengan 17-

22 sirip panjang bercabang dan tulang belakang bergigi yang kuat di bagian 

Filum : Chordata 

Kelas : Osteichthyes 

Sub Kelas : Actinopterygii 

Super Ordo : Teleostei 

Ordo : Cypriniformes 

Famili : Cyprinidae 

Genus : Cyprinus 

Spesies : Cyprinus carpio 
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depan, garis sirip dorsal luar cekung ke depan. Sirip anal dengan 6-7 sirip 

lembut, tepi belakang duri punggung dan anal ketiga dengan duri dengan bentuk 

spatula tajam. Garis lateral dengan 32 hingga 38 sisik. Memiliki gigi pharyngeal 5 

: 5, dengan bentuk gigi seperti mahkota pipih. Warna bervariasi, ikan mas liar 

berwarna hijau kecoklatan di bagian belakang dan sisi atas, dan warna kuning 

keemasan di bagian perut. Sirip  di bagian perut berwarna kehitaman dengan 

semburat kemerahan. Ikan mas yang berwarna emas biasanya dibiakkan untuk 

tujuan hias (FAO, 2004). Lingkungan (warna air, tanah, dll.) juga dapat 

mengubah warna ikan. Terdapat warna albino dan galur berwarna yang disebut 

juga ikan koi. Ukuran ikan maksimal bisa mencapai 1 meter dan berat hingga 

37,3 kg, masa hidup terlama yang tercatat adalah 47 tahun (Dowal, 1996). 

2.1.3. Sejarah 

 Ikan Karper pada awalnya adalah makanan mewah di zaman Romawi 

dan dikonsumsi pada Abad Pertengahan. Ikan-ikan itu disimpan di kolam 

penyimpanan (piscinae) oleh orang Romawi dan kemudian kolam ikan dibangun 

oleh biara-biara Kristen. Dalam prakteknya di  Eropa, ikan mas disimpan dalam 

monokultur dimana individu terbesar dipilih sebagai induk ikan. Dari abad 12 

hingga pertengahan 14 seleksi buatan tidak disengaja telah dilakukan dan 

merupakan langkah pertama menuju domestikasi. Pemuliaan tambak yang 

terkontrol semi alami dan pemeliharaan benih dimulai pada abad ke-19 di Eropa, 

di China Cyprinids telah dibesarkan selama lebih dari 2.000 tahun, di mana 

mereka disimpan di kolam yang tidak bisa dilalui. Kolam secara teratur 

dimasukkan benih dari sungai,  teknologi pemeliharaan polikultur berbasis 

makanan alami mulai diterapkan sehingga secara tidak langsung ras ikan semi-

domestikasi telah berkembang dalam sistem ini (FAO, 2004).  

 Bentuk hias dari ikan karper di Jepang disebut Koi simbol dari keberanian 

dan energy, sebaran distribusi ikan emas ada di semua benua kecuali Antartika  
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ikan ini dapat dianggap sebagai ikan air tawar paling banyak didistribusikan di 

seluruh dunia, karena pertumbuhannya yang berpotensi cepat di perairan eutrofik 

dan kemampuan untuk mentoleransi kondisi lingkungan yang buruk. Namun ikan 

ini juga dianggap sebagai hama di Amerika Utara, Australia dan Selandia Baru 

karena pada tahap juvenil ikan ini adalah pemakan zooplankton dan pemakan 

bentik pada fase yang lebih dewasa, sehingga Cyprinus carpio dianggap 

berkontribusi terhadap blooming alga di perairan umum (Dowal, 1996). 

2.1.4. Habitat dan biologi 

 . Pertumbuhan ikan mas terbaik diperoleh saat kisaran temperatur air 

antara 23 sampai 30°C. Ikan dapat bertahan hidup di musim dingin, salinitas 

yang dapat ditoleransi hingga sekitar 5 ‰. Kisaran pH optimal adalah 6,5-9,0. 

Spesies dapat bertahan hidup konsentrasi oksigen rendah (0,3-0,5 mg/liter). Ikan 

mas bersifat omnivora, dengan kecenderungan tinggi terhadap konsumsi 

makanan hewani, seperti serangga air, larva serangga, cacing, moluska, dan 

zooplankton. Konsumsi zooplankton dominan pada kolam ikan dengan 

kepadatan penebaran yang tinggi. Selain itu, ikan mas juga mengkonsumsi 

batang, daun dan biji tumbuhan akuatik dan terestrial, tumbuhan air yang 

membusuk, dll. Pertumbuhan harian ikan mas bisa 2 hingga 4 persen berat 

badan, dan dapat mencapai 0,6 hingga 1,0 kg berat badan dalam satu musim di 

kolam ikan polikultur di daerah subtropis dan tropis. Pertumbuhan jauh lebih 

lambat di zona beriklim sedang  ikan dapat mencapai berat  1 hingga 2 kg berat 

badan setelah 2 sampai 4 musim pembesaran. Periode kematangan strain ikan 

mas Asia sedikit lebih pendek dibandingkan di eropa. Pemijahan ikan mas Eropa 

dimulai ketika suhu air 17-18°C. sedangkan strain Asia mulai bertelur ketika awal 

musim hujan (FAO, 2004).   

2.2. Parasit 
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 Sebagai negara tropis Indonesia memiliki iklim yang sangat mendukung 

perkembangan parasit dan jamur. Ditambah dengan tingginya mobilitas ikan dari 

sentral produksi yang satu ke sentral produksi lainnya akan mempercepat arus 

penyebaran penyakit dan parasit pada ikan. Hal ini menjadi suatu tantangan dan 

tugas besar dibidang kesehatan ikan untuk mencegah, mendeteksi dan 

menangkal keluar masuknya penyakit parasit di lingkungan budidaya.  Parasit 

dibagi menjadi 2 jenis yaitu yang diketemukan pada luar tubuh ikan disebut 

ektoparasit, sedangkan di dalam tubuh ikan disebut endoparasit (Sarjito et al., 

2013). 

 Parasit seringkali tidak terlihat secara visual jika tidak ada tanda-tanda 

khusus pada ikan, dapat dilakukan pemeriksaan dengan membuat preparat 

rentang (smear). Diagnosa merupakan pemeriksaan yang didasarkan pada 

gejala-gejala fisik meliputi perubahan tingkah laku, lesi-lesi tubuh, perubahan 

morfologis dan anatomi ikan. Diagnosis dapat dilakukan melalui dua metode 

yaitu diagnosa awal yang merupakan pendugaan (presumptive diagnose) dan 

diagnosa definitif. Diagnosa awal dilakukan berdasarkan gejala klinis yang ada 

pada tubuh ikan. Adapun diagnose definitif dilakukan untuk mendapatkan 

kepastian mengenai penyebab suatu penyakit antara lain dengan uji PCR, 

imunokimia dan imunohistokimia, hingga saat ini metode yang cepat dan sensitif 

adalah uji PCR. Diagnosis definitif cenderung dilakukan untuk mendapatkan 

kepastian tentang jenis penyakit bakterial ataupun virus yang menyerang ikan. 

Secara umum pengamatan dimulai dengan melihat gejala klinis perubahan 

tingkah laku ikan/udang seperti lesu, lemah, tidak mau/menolak makanan, 

berenang dengan tubuh miring, mulut ikan selalu terbuka, bernafas dengan cepat 

atau tampak buta sehingga menabrak dinding kolam atau menggosok-gosokkan 

tubuhnya pada dinding kolam ( Sarjito et al., 2013). 
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 Myxozoans adalah jenis parasit yang paling banyak hidup di alam. Siklus 

hidupnya  melibatkan dua inang yaitu invertebrate (contohnya annelida) dan 

vertebrata, (contohnya ikan). (Gambar 2). Filum Myxozoa adalah takson 

endoparasit yang bersifat mikroskopis. Kebanyakan myxozoans tidak bersifat 

pathogen untuk inang (ikan) mereka, namun beberapa menyebabkan penyakit 

yang parah dan jenis  lainnya menyebabkan kerugian ekonomi dalam budidaya 

karena  menghambat  pertumbuhan ikan, fekunditas, dan menurunkan kualitas 

daging (Gomez et a., 2014). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 Gambar 2.  Daur hidup Myxobolus cerebralis pada ikan salmon (Gomez 
 et al., 2014). 
 
 

2.2.1. Myxobolus koi 

 Menurut Chang et al., (2015) Myxozoans termasuk di dalam filum 

Cnidaria berdasarkan atas kesamaan dalam beberapa protein encoding gen 

yang membentuk nematocysts. Parasit ini bersifat mikroskopis dan multiseluler, 

myxospore membentuk parasit metazoan dengan menginfeksi ikan. Mereka 

mengembangkan plasmodia / pseudokista yang bersifat histozoic atau coelozoic. 
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Myxozoans dapat memberikan pengetahuan dasar mengenai evolusi metazoans 

pada divergen awal, di mana organisme sederhana diploblastik dapat berevolusi 

menjadi endoparasit . Myxozoans menyebabkan munculnya penyakit yang sering 

dikaitkan dengan perubahan lingkungan yang berdampak negatif bagi budidaya 

perikanan.  

 Genus Myxobolus (Myxobolidae) mempunyai keragaman spesies yang 

besar di seluruh dunia. Secara global dari total 800 spesies Myxobolus, sekitar 

131 spesies telah dicatat India dan terutama ditandai oleh morfologi dan 

morfometrik data dari myxospores. Taksonomi dari genus Myxobolus sulit 

dilakukan karena myxospora memiliki begitu banyak spesies yang mirip satu 

dengan yang lain. Upaya yang telah dilakukan untuk mengatasi masalah ini 

dengan memberikan deskripsi spesies bersama dengan urutan data 18S rDNA.  

Beberapa jenis Myxozoans menyebabkan penyakit yang menimbulkan dampak 

negative secara ekonomi pada bidang perikanan dan akuakultur, seperti 

myxoboliosis otot, penyakit berputar (whirling disease), myxoboliosis insang, 

penyakit tidur  serta kista di insang dan hepatopankreas (Bobadilla S.A., 2009 ; 

Fiala et al., 2015 ; Gupta dan  Kaur, 2017). 

 Terdapat 29 spesies Myxobolus yang dikenal sebagai parasit bagi ikan 

koi (Cyprinus carpio) dan  17 jenis diantaranya menginfeksi insang. Dari 

sebagian besar dari laporan,  spesies Myxobolus yang menginfeksi  ikan mas 

umumnya berasal dari Eropa dan Asia, namun jenis Myxobolus koi dan 

Myxobolus toyamai  juga telah dilaporkan ditemukan di Amerika Serikat.  

Laporan mengenai Myxobolus koi memberikan deskripsi morfometrik yang tidak 

konsisten, karena tidak ada data urutan genetik yang tersedia untuk parasit ini. 

Pengetahuan mengenai M. toyamai relatif sedikit sejak deskripsi aslinya 

ditemukan oleh Kudo pada tahun 1917, meskipun sebagian 18S Data sekuens 
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SSU rDNA dapat ditemukan di GenBank Myxobolus koi Kudo, 1920 (Camus dan 

Griffin, 2010 ; Atkitson et al., 2015). 

 

  

 Gambar 3. Ikan Koi yang terinfeksi Myxobolus koi (Camus dan Griffin, 
 2010) 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 Gambar 4. Spora Myxobolus koi  (Camus dan Griffin, 2010) 

 Morfologi spora Myxobolus koi antara lain : Spora (n = 25 ; dengan 

mikroskop cahaya) memanjang secara valvular, dengan ujung anterior runcing 

dan posterior membulat, panjang rerata 15,4 (14,5–16,5) mm dan lebar 8,3 (7,1–

9,0) mm. Kedua kapsul polar pyriform dan memanjang, sedikit tidak rata 
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panjangnya, Panjang rerata berukuran 10,1 (9,0–10,9) mm dan lebar 3,1 (2,5–

3,5) mm. Filamen polar melingkar, tegak lurus dengan poros panjang tubuh 

spora, membuat 10 putaran (9-11) (Gambar 4) (Camus dan Griffin, 2010).  

2.2.2. Infeksi pada ikan 

 Gejala klinis pada ikan mas yang terinfeksi Myxobolus yaitu odema,  sisik 

lepas, terdapat kista putih atau kuning dan perdarahan pada insang, pada ikan 

koi terdapat nodul putih pada insang dan nekrosis otot (FAO, 2004). (Gambar 3). 

Menurut Maftuh et al., ( 2018) parasit Myxobolus sp. yang menginfeksi  ikan koi 

menunjukkan gejala klinis seperti terdapat kista kemerahan (benjolan) pada 

insang. Infeksi  parasit Myxobolus sp. Dapat merusak insang ikan, otot, usus, 

ginjal, dan hati  (Camus dan Griffin, 2010 ; Bobadilla S.A et al., 2016). 

 Secara fisik ikan yang terinfeksi Myxobolus terlihat pada kondisi yang baik 

namun pada sirip anal banyak terdapat luka, ketika dilakukan scraping pada sirip 

terdapat beberapa koloni protozoa. Sedangkan pada organ internal terlihat 

autolysis moderate namun tidak terdapat banyak luka,  secara  mikroskopis, 

sekitar 85% bentuk dari lamella insang telah hilang oleh sejumlah besar 

plasmodia yang telah memperluas lebar filamen insang yang terinfeksi sehingga 

memiliki bentuk yang tidak teratur, plasmodia memiliki ukuran berkisar dari 50-

750 mm dalam dimensi terpanjang dan sering tampak menyatu  (Camus dan 

Griffin, 2010). 

2.3. Respon Molekuler 

 Sel yang terlibat dalam sistem imun normalnya berupa sel yang 

bersirkulasi dalam darah dan juga pada cairan lymph. Sel-sel tersebut dapat 

dijumpai dalam jumlah yang besar pada organ limfoid dan dapat ditemukan pula 

tersebar pada seluruh jaringan tubuh kecuali pada central nervous system 

(CNS). Kemampuan sel-sel tersebut untuk bersirkulasi dan mengadakan 

perpindahan antara darah, lymph, dan jaringan merupakan hal yang sangat 
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penting untuk terjadinya respon imun. Sistem imun harus mampu merespon 

antigen asing yang mempunyai keragaman molekul sangat besar,  sehubungan 

dengan tugas sistem imun sebagai alat pertahanan, sistem imun mempunyai 

mekanisme kerja yang sangat unik meliputi : pertama, kerjasama dengan sel-sel 

lain untuk mengenali antigen dan untuk berkembang menjadi sel efektor. Kedua, 

mampu keluar-masuk antara sirkulasi dan jaringan, mempunyai daya migrasi 

menuju jaringan terinfeksi dan homing (berdiam) pada daerah yang terinfeksi itu. 

Ketiga, limfosit yang spesifik harus mampu menerima stimuli dan melakukan 

penggandaan klon terhadap antigen yang sesuai. Keempat, limfosit menempati 

organ yang menguntungkan untuk terjadinya pertemuan dengan antigen dan 

juga mendukung perkembangan dan diferensiasinya. Sel-sel yang terlibat dalam 

sistem imun berasal dari sumsum tulang (Rifai. M, 2018). 

 Ikan, seperti manusia, memiliki sistem kekebalan yang terdiri dari sel 

imun, reseptor, dan kurir kimia. (Gambar 5) Komponen fungsional sistem 

kekebalan tubuh ikan memiliki potensi untuk membentuk pertahanan yang 

sangat terorganisir terhadap infeksi patogen. Umumnya  sistem kekebalan tubuh 

sangat kompleks dan terintegrasi dengan  mekanisme yang membuat beberapa 

komponen dapat memberikan cadangan jika komponen lain gagal. Infeksi virus 

ikan menyebabkan perubahan dalam ekspresi kekebalan tubuh gen sistem, mirip 

apa yang terjadi pada manusia,  kedua jenis respon imun pada ikan dapat 

diklasifikasikan sebagai imunitas humoral dan imunitas seluler. Imunitas humoral 

ditandai dengan produksi antibodi (imunoglobulin spesifik) yang disekresikan 

oleh sel B mengikuti aktivasi sel B antigen-mediated. Imunitas seluler adalah 

dimediasi oleh sel T teraktivasi, yang mengeluarkan sitokin dan secara langsung 

membunuh patogen. (Chen et al., 2014). 

 Teleostei  memiliki sistem kekebalan dengan Sel B dan sel T, organ 

limfoid primer dan sekunder, dan memiliki respons adaptif terhadap patogen. 
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Teleosts, memiliki  sejumlah karakteristik sistem kekebalan tubuh yang berbeda 

dari mamalia : ginjal anterior (AK) adalah organ hemopoietik primer; mereka tidak  

memiliki pusat germinal dan kelenjar getah bening, gen MHC tersebar di 

kromosom (Dixon dan Stet, 2001 ; Glenney dan  Wiens, 2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Gambar 5. Mekanisme respon imun pada ikan (Castro dan Carolina, 
 2015). 
 
  
 Ikan dan sistem kekebalannya juga dapat digunakan  sebagai alat ilmiah 

dalam pemantauan kualitas lingkungan, khususnya pencemaran lingkungan 

imunotoksik. Ikan menempati berbagai ruang ekologi di lingkungan akuatik dan 

karenanya perubahan parameter kekebalan ikan memiliki potensi untuk menjadi 

pengukur kerusakan lingkungan yang sensitive (Pastoret et al., 1998). 

2.3.1. Respon imun non spesifik 

 Komponen imun non spesidik atau innate dari sistem imun adalah 

penghalang pertama yang harus dihadapi mikroorganisme dalam kontak mereka 
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dengan host. Komponen ini melimpah di permukaan mukosa dan interaksinya 

dengan commensals sangat diatur untuk menghindari reaksi yang berlebihan. 

Pada bagian ini komponen respon  innate humoral dan seluler terdapat di 

permukaan mukosa teleosts (Gomez et al., 2013). 

 Reaksi pertahanan non spesifik atau innate pada ikan adalah humoral 

non lymphoid dan komponen seluler dari sistem kekebalan. Beberapa zat 

humoral nonimmunological dan sekresi sel telah  berkontribusi pada ketahanan 

alami ikan untuk patogen dan agen infeksi agen. yaitu transferin, racun, lektin, 

(agglutinin dari sifat non immunoglobulin), protein C-reaktif, berbagai enzim litik 

(misalnya lisozim), interferon, nonenzimatik lisin, penghambat enzim dan 

komplemen (Pastoret et al., 1998). 

 Ikan memiliki leukosit, termasuk granulosit (eosinofil, neutrofil / heterofil, 

basofil) dan monosit /makrofag, yang terlibat dalam reaksi imun seluler 

nonspesifik. Makrofag berasal dari monosit atau sel-sel jaringan pluripotensial 

dan dibentuk di kedua lymphomyeloid jaringan dan jaringan nonlymphomyeloid 

(misalnya darah). Ikan memiliki pigmen (melanin, lipofuscin, hemosiderin dan 

ceroid) terkait dengan makrofag dan sel-sel ini, disebut melanomacrophages, 

cenderung terjadi secara agregat di limpa, hati, ginjal dan gonad. Fagositosis, 

sebagai garis awal pertahanan sel, umum ditemukan di semua ikan yang dikenal 

sebagai komponen kekebalan non spesifik (Pastoret et al., 1998). 

 Sistem imun innate (nonspecific immunity), sebagai kunci utama 

kemudian dilanjutkan dengan respon imun adaptif (acquired immune response) 

yang bekerjasama (co-operates) dalam pemeliharaan homeostasis, melalui 

sistem protein reseptor. Protein reseptor teridentifikasi sebagai pola molekuler 

berdasarkan tipikal mikroorganisme patogeniknya, termasuk lipopolisakarida 

(LPS), peptidoglikan DNA bakteri, RNA virus, dan molekul lain yang tidak normal 

pada permukaan organisme multiseluler. Sintesis protein efektor yang berfungsi 
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di dalam sel dan sitokin yang disekresikan sebagai sinyal “alarm” untuk 

mengingatkan sel lain akan adanya bahaya. Sistem kekebalan tubuh bawaan 

dari semua organisme multiseluler dilayani oleh berbagai germline- Pattern 

Recognition Receptor (PRR) atau pola pengenalan protein. Berbeda dengan 

pengenalan molekul resistansi yang didapat, PRR bawaan relatif sedikit dan 

ditransmisikan secara vertikal, mencerminkan pertahanan evolusioner dari 

spesies dan adaptasinya dengan kondisi lingkungan tertentu. Dua kategori pola 

molekuler diyakini menginduksi respon imun : Asing atau pathogen pola 

molekuler terkait dan pola molekuler yang terpapar melalui kerusakan jaringan 

inang sendiri karena infeksi, perubahan nekrotik dan kematian sel alami, yang 

menandakan kondisi bahaya pada sistem imun (Magnadottir, 2006). 

2.3.2. Respon imun spesifik 

 Ketika tubuh terkena antigen untuk pertama kalinya, sejumlah mekanisme 

nonspesifik (innate) dibawa ke dalam sistem untuk membatasi penyebarannya 

dan kerusakan jaringan yang menyertainya. Mekanisme ini sangat efisien dan 

berhasil mencegah infeksi banyak organisme. Namun, saat ini organisme telah 

berevolusi  dengan cara untuk menghindari kehancuran oleh sistem pertahanan 

yang tidak spesifik ini dan sebagai hasilnya, host telah mengembangkan 

mekanisme imun yang lebih kompleks yang secara khusus mengenali penyerang 

dan reaksi untuk menghancurkannya. Imunitas adaptif ini ditandai oleh 

perkembangan sel-sel memori T dan B limfosit, yang memungkinkan respon 

yang lebih cepat dan efektif pada paparan kedua pada kemuncul antigen. 

Pengembangan kekebalan khusus antigen sangat tergantung pada kemampuan 

sel T untuk mengenali antigen. Sel T tidak dapat mengikat antigen langsung dan 

harus memiliki produk Major Histocompatibility Complex (MHC) pada membrane 

sel. Sel T hanya dapat mengenali antigen yang disajikan oleh produk MHC 

(Eales, 2003). 
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 Mekanisme pertahanan kekebalan tubuh ikan spesifik (acquired) 

mencakup respon selular dan humoral yang dimediasi, ikan dilengkapi dengan 

imunoglobulin, Major Histocompatibility Complex (MHC), reseptor sel T, dan 

populasi limfosit T serta limfosit B yang dapat menimbulkan respon imun spesifik 

terhadap keragaman antigen. Populasi limfosit ikan teleost analog dengan sel T 

dan sel mamalia B. Limfosit B dan sel plasma, terutama yang terletak di limpa 

dan ginjal ikan yang mampu menghasilkan antibodi dan seperti dalam mamalia 

mereka mengandung immunoglobulin pada membran sel mereka. Sampai saat 

ini ikan diyakini hanya memiliki  satu kelas dari Ig yang mirip IgM mamalia. Pada 

tahun 2005, analisis genom dilakukan pada rainbow trout dan ikan zebra 

menyebabkan penemuan dari isotipe immunoglobulin baru, IgT (Danilova et al., 

2005). 

2.3.3. Respon imun pada parasit 

 Ketika myxozoans menular pada ikan maka pada tahap awal akan 

melakukan kontak pada permukaan mukosa ikan, mereka mungkin ditolak oleh 

molekul imun yang ada dalam lendir ikan. Jika proses tersebut tidak berhasil, 

tahap berikutnya  myxozoan akan menghadapi formidable array yang dimediasi 

sel dan kekebalan humoral, tanggapan respon yang muncul terdapat di jaringan  

mukosa host atau jaringan epitel. Dalam beberapa kasus cara ini  dapat dilewati 

oleh parasit myxozoan untuk mencapai jaringan target. Setelah melewati 

hambatan mukosa atau epitel, tahapan berikutnya parasit mencapai jaringan 

target, termasuk imunoprivileged site, melalui darah di mana mereka 

menampilkan strategi menghindari imun yang berbeda. Beberapa myxozoans 

dapat dihilangkan dalam darah karena ekspresi array seluler dan faktor 

kekebalan humoral. Patologi penyakit akut atau kronis kemudian berkembang, 

tergantung model hubungan pada host-myxozoan akhirnya parasit myxozoan 

dapat dienkapsulasi dan dibersihkan dari tuan rumah. Namun, pada beberapa 
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kasus parasit dapat bertahan hidup di dalam jaringan granulomatosa, yang 

menyebabkan penyakit patologi kronis dan bahkan menyebabkan kematian host 

yang secara tidak langsung dapat melepaskan parasit ke lingkungan selanjutnya. 

(Bobadilla et al., 2015 ; Okamura et al., 2015).  

 Pada beberapa kasus Ekspresi tumor nekrosis faktor TNF-α, Interleukin 

IL-1β, dan cyclooxygenase (COX) - 2 isoform rendah pada ikan rainbowtrout 

yang karena terinfeksi Tetracapsuloides bryosalmonae, hal ini berpotensi 

merefleksikan ketidaksanggupan mengekspresikan sel imun, karena miringnya 

molekul-molekul mekanisme proinflamasi terhadap fenotipe antiinflamasi. 

Patologi PKD (Proliverative Kidney Disease) yang kronis di ikan rainbowtrout (di 

Eropa), dipicu oleh tahapan extrasporogonic , namun berbeda pada yang terjadi 

pada ikan trout coklat (Salmo trutta). IL-10 pada ikan telah terbukti menekan 

sitokin pro-inflamasi, fagositosis dan aktivitas Respiratory Burst, semuanya 

tertekan oleh PKD (Okamura et al., 2015). 

2.4. Cytokin 

 Sitokin adalah protein yang menstimulasi atau menghambat aktivasi, 

proliferasi dan diferensiasi berbagai sel target pada aktivasi antigen, ada dengan 

mempengaruhi aktivitas berbagai sel lain seperti makrofag, sel mast, sel B, sel T, 

sel Natural Killer (NK) yang terlibat dalam respon imun (Sivangala dan 

Sumanlatha, 2015). 

 Sitokin diproduksi oleh sejumlah tipe sel, terutama leukosit yang 

mengatur sejumlah fungsi fisiologis dan patologis termasuk kekebalan bawaan 

(innate), kekebalan yang didapat dan sejumlah respon inflamasi. Selama efektor 

fase respon imun alami dan didapat, sitokin diproduksi dari berbagai sumber 

seperti respon imun dan inflamasi. Sitokin memiliki beberapa efek pada target 

yang sama pada sel dan dapat menginduksi atau menghambat sintesis dan efek 

dari sitokin lain. Setelah mengikat reseptor spesifik pada permukaan sel sel 
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target Sitokin merupakan istilah umum, beberapa isitilah yang masuk dalam 

sitokin antara lain adalah : lymphokin yaitu sitokin yang dibuat dari lymphosit, 

monokin yaitu sitokin yang dibuat  dari monosit, chemokine yaitu sitokin dengan 

aktifitas chemotaktik dan interleukin yaitu sitokin yang dibuat  dari satu leukosit 

dan berperan pada leukosit yang lain. Sitokin dibuat dari berbagai populasi sel 

tetapi yang utama diproduksi oleh sel T helper (Th) dan makrofag (Zhang dan 

Jiansiong, 2009).  

 
 

 Gambar 6. Sitokin, Chemokin dan berbagai reseptornya (Turner et al., 
 2014) 
  

 Respons imun non spesifik dan adaptif memanfaatkan regulasi protein 

sitokin, yang merupakan kelompok protein kecil dengan berat 5-20 kDa,  

berperan penting dalam pensinyalan sel dan modulasi dari kekebalan organisme. 

Penting dalam kesehatan dan penyakit berperan dalam respon imun terhadap 

bakteri, virus, atau parasit patogen. Sel-sel sistem kekebalan tubuh (makrofag, 

granulosit, sel dendritik, B-sel, T-sel dan sel mast) dan sel endotel, fibroblas dan 

berbagai stroma sel-sel mensekresi sitokin yang berikatan dengan reseptor 

seluler spesifik melalui mekanisme autokrin atau parakrin. Berpengaruh pada 
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perilaku sel-sel di sekitarnya, membantu memodulasi keseimbangan antara 

respon imun humoral dan berbasis sel dan pematangan, pertumbuhan, dan 

responsif sel tertentu populasi. Pada mamalia, ada lebih dari 100 pengkodean 

gen terpisah untuk aktivitas seperti sitokin, banyak dengan fungsi yang tumpang 

tindih dan banyak yang masih membutuhkan lebih banyak hal untuk dipelajari. 

Saat ini, istilah "sitokin" meliputi interferon (IFN), interleukin (IL), keluarga tumor 

faktor nekrosis (TNF), keluarga faktor pertumbuhan transformasi (TGF's), 

keluarga faktor penstimulasi koloni (CSF's) dan keluarga chemokine (Gambar 6) 

(Chung K.F, 2009 ; Jacobson et al., 2017). 

 Sitokin sebagai pleiotropic mengatur  jaringan yang memodulasi respon 

imun dengan regulasi yang rumit. Umumnya, mereka beroperasi di sekitar 

tempat mereka disekresikan, meskipun beberapa, seperti interleukin-1b (IL-1β) 

dan tumor necrosis factor (TNF-α), mengedarkan darah untuk mengerahkan efek 

sistematis atau endokrin. Respons sel  terhadap sitokin biasanya terjadi selama 

periode jam tertentu, membutuhkan produksi mRNA dan protein. Setelah 

berinteraksi dengan parasit, makrofag adalah mediator inflamasi yang utama, 

diaktifkan oleh sitokin proinflamasi IL-1β dan TNF-α peran sitokin sebagai respon 

imun bawaan terhadap parasit pertama kali terbukti pada sel epitel pada ikan 

trout yang terinfeksi Gyrodactylus derjavini, di mana IL-1β, TNF-β dan TGF-β 

memainkan peran penting  (Mladineo dan Block, 2010 ; Turner et al, 2014). 

 Keluarga cytokine ada pada ikan, seperti yang diuraikan dalam banyak 

tinjauan sebelumnya menggambarkan gen yang ada dan kapan atau di mana 

mereka diekspresikan pada tingkat transkrip. Dalam banyak kasus, banyak 

salinan (paralog) gen tertentu terjadi (pada ikan teleost) dan ekspansi 

independen dari keluarga gen dalam garis keturunan yang berbeda telah terjadi 

dari gen leluhur yang diduga asli. Misalnya, sitokin pro-inflamasi klasik IL-1β, 

TNF-α dan IL-6 hadir, dengan beberapa paralog di sebagian besar spesies. 
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Demikian pula, adanya sitokin yang  terkait dengan kekebalan adaptif, termasuk 

IL-2, IFNƔ, IL-4/13 (dengan homologi ke IL-4 dan IL-13), IL-10, IL-17A/F (dengan 

homologi ke IL-17A dan IL-17F), IL-21, IL-22 dan TGF-β1 (antara lain), juga 

dengan beberapa paralog. Sitokin telah dikelompokkan berdasarkan struktur 

molekulnya karena ini menentukan reseptor yang digunakan dan jalur sinyal 

yang diaktifkan (Zou dan Secombes, 2016). 

 Sitokin memainkan peran penting sebagai reaksi terhadap parasit, 

mendorong pengurangan jumlah mereka atau mempertahankannya pada tingkat 

aman.  Setelah itu gen respon imun pertama kali diamati pada epitel kulit ikan 

trout yang terinfeksi Gyrodactylus dan Ichthyophthirius multifilis, Ekspresi mereka 

yang diregulasi dibuktikan dalam reaksi inang terhadap kelompok parasit yang 

berbeda, dari protozoa, monogenea  dan copepod (Mladineo dan Block, 2010). 

 Sitokin pro-inflamasi yang dilepaskan sebagai bagian dari imun bawaan   

atau respons non-spesifik antara lain adalah  tumor necrosis factor-α (TNF-α) 

interleukin-1β (IL-1β), interleukin-6 (IL-6) dan kemokin seperti  interleukin-8 (IL-8) 

atau CXCL8. Sampai saat ini, semua molekul ini telah di karakterisasi pada ikan 

(Bird et al., 2005). 

2.4.1. Tumor Necrosis Factor α (TNF-α) 

 TNF-α, juga dikenal sebagai cachectin, adalah sitokin inflamasi yang 

memainkan peran kunci dalam beberapa model rasa sakit. TNF bertindak pada 

beberapa jalur pemberian sinyal yang berbeda melalui dua reseptor permukaan 

sel, (Gambar 7) TNFR1 dan TNFR2 untuk mengatur jalur apoptosis, aktivasi 

NFkB pada inflamasi, dan mengaktifkan protein kinase stress-activated (SAPKs). 

reseptor  TNF-α hadir di kedua neuron dan glia. TNF-α telah terbukti berperan 

penting peran dalam hiperalgesia inflamasi dan neuropatik.  (Zhang dan 

Jiansiong, 2009). 
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 Gambar 7. Signal melalui reseptor TNF 1 dan 2 (Turner et al., 2014) 

 

 Tumor necrosis factor (TNF) diketahui sebagai sitokin pleiotropik. 

Reseptor TNF (TNFR) terlibat dalam beragam fungsi biologis, seperti proliferasi 

sel, regulasi kekebalan tubuh, peradangan, kematian sel dan apoptosis Lu et al., 

(2016). Keluarga super TNF (17kDa) mewakili multifungsi sitokin proinflamasi 

yang mengaktifkan jalur sinyal untuk kelangsungan hidup sel, apoptosis, respons 

inflamasi dan diferensiasi seluler. TNF terutama disekresikan oleh makrofag, sel 

limfoid, sel mast, fibroblas dan dapat menyebabkan kematian sel garis sel tumor 

tertentu. TNF diproduksi setelah aktivasi oleh sistem kekebalan tubuh, mampu 

untuk memberikan sitotoksisitas yang signifikan pada banyak garis sel tumor dan 

menyebabkan nekrosis tumor pada tertentu sistem model hewan. Dua jenis 

molekuler TNF dikenal sebagai TNF-α dan TNF-β yang dirangsang oleh 

interferon (Sivangala dan Sumanlatha, 2015). 
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 Pada mamalia, TNF dikenal potensial proinflamasi yang terutama 

dilepaskan oleh makrofag dan monosit selama peradangan, infeksi, dan 

tantangan fisiologis lainnya,  TNF bertindak sebagai sitokin multifungsional yang 

menggunakan berbagai fungsi imunologi dengan meningkatkan produksi sitokin 

imun dan sintesis prostagldanin E2 dan oksigen reaktif. Seperti pada mamalia, 

TNFs pada vertebrata tingkat rendah juga telah terbukti memainkan peran 

penting dalam respon imun terhadap infeksi bakteri dan virus. Gen TNF ikan 

yang pertama diidentifikasi dari ikan flounder di Jepang dan memilki beberapa 

kesamaan imunofungsional dengan pada mamalia. Pada leukosit ikan, 

ditunjukkan bahwa ekspresi TNF  seperti mRNA meningkat secara signifikan 

setelah pengobatan dengan LPS bakteri dan sitokin inflamasi. Pada studi terbaru 

menunjukkan bahwa protein TNF dari teleostei similar dengan mamalia, mereka 

dapat menginduksi fagositosis, respiratory burst dan produksi oksida nitrat dari 

makrofag  Selain itu, ditemukan bahwa TNF ikan rekombinan dapat mengaktifkan 

jalur NF-kB dan meningkatkan ekspresi COX-2, TNF α dan IL-8 dalam makrofag 

(Li. S et al., 2014 ; Qu et al., 2017). 

 Protein TNF-α meningkatkan aktivitas fagositik leukosit ikan Pada ikan 

zebra yang terinfeksi M. marinum, TNF-α telah terbukti meningkatkan 

kelangsungan hidup makrofag dan juga membatasi pertumbuhan bakteri pada 

makrofag yang terinfeksi disertai dengan peningkatan generasi spesies oksidatif 

reaktif (ROS). Namun, dalam kasus ikan zebra yang terinfeksi M. marinum, 

produksi berlebihan ROS yang teraktivasi TNF -α merusak sel inang, 

menyebabkan nekrosis dan meningkatkan pelepasan mikobakteria. dari 

makrofag yang terinfeksi (Zou dan Secombes, 2016).  

2.4.2. Interleukin 1 Beta (IL-1β) 

 IL-1 dengan berat molekul 17kDa adalah sitokin inflamasi penting 

terutama dihasilkan oleh jaringan makrofag, monosit, fibroblas dan sel dendritik, 
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tetapi juga dihasilkan oleh limfosit B, Sel NK dan sel epitel. Hal Ini meningkatkan 

ekspresi faktor adhesi pada sel-sel endotel untuk mengaktifkan perpindahan sel 

imunokompeten, seperti fagosit dan limfosit ke tempat infeksi. Mereka juga 

mempengaruhi aktivitas hipotalamus, pusat termoregulasi, yang mengarah ke 

peningkatan suhu tubuh dimana IL-1 disebut pirogen endogen. Selain demam, 

IL-1 juga menyebabkan hiperalgesia (peningkatan sensitivitas nyeri), vasodilatasi 

dan hipotensi. IL-1 menunjukkan dua bentuk IL1-α dan IL1-β yang secara 

fungsional hampir sama yang dikodekan oleh dua gen yang berbeda di mana 

IL1-β adalah bentuk dominan pada manusia sementara itu IL1-α pada tikus 

Interleukin-1 receptor (IL-1R) terdiri dari reseptor tipe I dan tipe II. Reseptor tipe I 

adalah terutama bertanggung jawab untuk mentransmisikan efek inflamasi IL-1 

sementara reseptor tipe II bertindak sebagai penekan aktivitas IL-1 dengan 

bersaing untuk pengikatan IL-1. Aksesori reseptor IL-1 protein (IL1RAP) adalah 

protein transmembran yang berinteraksi dengan IL-1R dan diperlukan untuk IL-1  

transduksi sinyal. (Gambar 8) Aktivitas biologis utama IL-1 adalah stimulasi sel-

sel T-helper yang diinduksi untuk mensekresikan IL-2 dan mengekspresikan 

reseptor IL-2. (Baerwald M.R., 2013 ; Sivangala dan Sumanlatha, 2015).   

 IL-1β  adalah interleukin pertama yang dicirikan oleh ikan bertulang dan 

tulang rawan. Kemudian, dua lainnya anggota keluarga IL-1 ditemukan pada ikan 

yaitu IL-18 dan kelompok khusus teleost yang diistilahkan anggota keluarga IL-1 

baru (nIL-1Fm). Gen Teleost IL-1β ada sebagai beberapa salinan ini 

diklasifikasikan menjadi dua kelompok (tipe I dan II) berdasarkan pada organisasi 

genom dan synteny gen . (Zou dan Secombes, 2016). Pada ikan cDNA IL-1β 

pertama diidentifikasi dari rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) merupakan 

urutan pertama cDNA yang diisolasi dari spesies vertebrata non-mamalia (Bo et 

al., 2015). 
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 Gambar 8. Interaksi IL1 pada keluarga cytokine dan reseptornya (Zou 
 dan Secombes, 2016) 
 
 

2.4.3. IL-6 

 IL-6 adalah sitokin pleiotropik yang berperan utama  dalam pertahanan 

imun, diproduksi secara in vivo terutama dirangsang oleh monosit / makrofag, 

fibroblas dan sel endotel vaskular tetapi juga diproduksi oleh sel dendritik, sel T 

dan B, sel glial dan keratinosit, menurut sifatnya IL-6 dapat bersifat  sitokin pro-

inflamasi dan miyokin anti-inflamasi. Respon immun distimulasi dengan 

mensekresi oleh sel T dan makrofag (Costa et al., 2011 ; Scheller et al., 2011 ; 

Patel, H and V. H. Patel. 2015) 

Memiliki banyak fungsi biologisnya termasuk stimulasi sintesis Ig, stimulasi 

pertumbuhan dan diferensiasi sel-T dan regulasi sintesis protein akut pada fase 

dari hepatosit . Terdapat dua peran pada IL-6. Pertama, memainkan peran 

pengatur dalam diferensiasi Th1/Th2, IL-6 yang diproduksi oleh APC memodulasi 

diferensiasi sel T CD4+ menggeser keseimbangan menuju sel Th2. Ini dilakukan 

dengan mempromosikan produksi IL-4 yang diperlukan untuk diferensiasi Th2 

dan dengan menghambat produksi IFN-Ɣ yang dibutuhkan untuk diferensiasi sel 
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Th1. Kedua, pada peradangan akut IL-6 menurunkan infiltrasi neutrofil dan 

meningkatkan perekrutan monosit yang mengarah pada resolusi peradangan dan 

inisiasi respons imun dan yang terakhir, IL-6 dapat mengubah diferensiasi 

monosit dari sel dendritik ke makrofag (Bird et al., 2005). 

 IL-6 diekspresikan melalui sel array, termasuk di dalamnya fagosit 

mononuklear, sel T, sel B, fibroblas, sel endotel, keratinosit, hepatosit, dan sel 

sumsum tulang. IL-6 terlibat dalam haematopoiesis, dan sangat penting dalam 

pematangan akhir sel B menjadi sel plasma penghasil antibodi, aktivasi sel T, 

diferensiasi dan regulasi fenotip Th2 dan Treg. (Gambar 9) Hal Ini penting dalam 

sekresi protein fase akut oleh hati, proses ini bekerja sama dengan IL-1. (Turner 

et al., 2014).  

 

 
 
 
 
 
 

 

 Gambar 9. Pathway signal IL-6 (Turner et al., 2014) 
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2.5. Metode PCR 

 Polymerase Chain Reaction (PCR) merupakan suatu reaksi enzimatis 

untuk melipatgdanakan untai DNA secara selektif in vitro menggunakan 

sepasang primer oligonukleotida spesifik yang membatasi fragmen DNA 

tertentu..PCR memiliki beberapa macam jenis uji salah satunya Quantitative Real 

Time Polymerase Chain Reaction dan Konvensional. Aplikasi PCR konvensional 

mempunyai beberapa faktor keterbatasan untuk kuantitas  jumlah awal 

konsentrasi DNA sampel (Djumadi, 1998). 

 PCR merupakan salah satu metode sebagai solusi untuk mendeteksi 

jumlah menit dari satu spesies atau sekelompok spesies berdasarkan amplifikasi 

eksponensial dari urutan DNA target. Target DNA yang digunakan data salinan 

tunggal atau beberapa target salinan. Salinan nucleus DNA memiliki sensitivitas 

tinggi dan jumlah salinan lebih konstan dalam sel yang berbeda dari jaringan 

yang berbeda sehingga diduga layak untuk keperluan kualifikasi  

target DNA. Pada ikan biasanya lebih difokuskan pada penggunaan mitokondria 

DNA (mtDNA) sebagai target dan memudahkan dalam 

 identifikasi dan kuantifikasi (Prado et al., 2013). 

 Studi tentang ekspresi gen dalam sel atau jaringan pada saat tertentu 

memberikan wawasan tentang kapasitas sel untuk sintesis protein. Tes ekspresi 

gen, misalnya, profil gen, merupakan alat penting dan banyak digunakan dalam 

studi nanotoxicity. Ada beberapa metode yang tersedia untuk menentukan 

ekspresi gen, seperti northern blot analysis, ribonuclease protection assay (RPA), 

serial analysis of gene expression (SAGE), reverse transcription-polymerase 

chain reaction (RT-PCR), quantitative real-time polymerase chain reaction (qRT-

PCR), array PCR, dan microarray. Di antara teknik-teknik ini, northern blot 

analysis tetap menjadi metode stdanar untuk deteksi dan kuantisasi tingkat 

mRNA meskipun munculnya teknik yang lebih kuat. RT-PCR sebagai alat yang 
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relatif sederhana, murah, sangat sensitif dan spesifik untuk menentukan tingkat 

ekspresi gen target . PCR real-time adalah metode kuantitatif untuk menentukan 

jumlah salinan template PCR, seperti DNA atau cDNA, dan terdiri dari dua jenis: 

berbasis probe dan berbasis interkalator. Probe-based real-time PCR, atau juga 

dikenal sebagai TaqMan PCR, membutuhkan sepasang primer PCR dan probe 

ligonukleotida fluorogenik tambahan dengan pewarna fluorescent reporter dan 

pewarna quencher yang terpasang. (Mo et al., 2012). 

 PCR konvensional  adalah alat dalam penelitian biologi molekuler. 

Namun, data yang diperoleh hanya bisa diartikan sebagai baik "positif" 

(terdeteksi) atau "negatif (tidak terdeteksi). Namun pada laboratorium yang 

memilki keterbatasan sumber daya dalam membuat penilaian empiris 

sehubungan dengan jumlah relatif dari yang diamplifikasi maka metode 

semiquantitativ dari hasil PCR konvensional dapat digunakan (Antiabong et al., 

2016). 

2.6. Biomarker 

 Biomarker yang termasuk didalamnya adalah  protein, peptida, sel, data 

histologis, dan penanda genetik. Penanda genetik mencakup gen tunggal, 

koleksi kecil tiga atau empat gen, dan koleksi besar (array) dari gen. Biasanya, 

ketika sebuah gen digunakan biomarker apa yang sebenarnya diukur adalah 

RNA pembawa pesan (mRNA) yang diungkapkan oleh gen. Namun, pada kasus 

nukleotida tunggal polimorfisme (SNP), amplifikasi gen, kelainan kromosom.  

Yang diukur adalah gen itu sendiri. Untuk gen itu menyandikan polipeptida, istilah 

"gen" mengacu pada kombinasi rangkaian regulasi plus urutan pengkodean plus 

polipeptida intron. Penanda genetik termasuk klasik mRNA, serta mikro-RNA 

(miRNA). Biomarker yang umum digunakan pada bidang kedokteran antara lain 

low density lipoprotein (LDL) kolesterol untuk menilai risiko aterosklerosis, prostat 



30 
 

spesifik antigen untuk menilai risiko prostat kanker  dan reseptor estrogen 

manusia-2 (HER2) untuk menilai risiko untuk kanker payudara (Brody, 2016). 

 Pada bidang perikanan Heat Shock protein 70 dan 90, metallothioneins 

dan cytochrome mRNA P4501A yang over expresi telah digunakan sebagai 

biomarker untuk memantau tingkat stress pada ikan sea bass yang 

dibudidayakan dengan kepadatan yang tinggi (Gornati et al., 2005). 

2.7. Penelitian terdahulu 

Tabel 1. Tabulasi Penelitian Parasit pada Ikan Terdahulu 

No Judul Tahun Penulis 

1. Expression of cytokines IL-1β dan TNF-α in 
tissues dan cysts surrounding Didymocystis 
wedli (Digenea, Didymozoidae) in the Pacific 
bluefin tuna (Thunnus orientalis). 

2010. Mladineo, I., 
& Block, B. 
A. 

2. Effects of Subchronic Exposure to N,N-Diethyl-
m-toluamide 
on Selected Biomarkers in Common Carp 
(Cyprinus carpio L.) 

2014 Slaninova et 
al. 

3. Immune response of olive flounder (Paralichthys 
olivaceus) infected 
with the myxosporean parasit Kudoa 
septempunctata 

2017 Jang et al. 

4. Korelasi kualitas air dengan prevalensi 
Myxobolus pada ikan koi (Cyprinus carpio) di 
sentra budidaya ikan koi Kabupaten Blitar Jawa 
Timur - Skripsi 

2016 Aprillia 
Deriyanti 

5. Development of Spore Protein of Myxobolus koi 
as an Immunostimulant for Prevent of 
Myxobolusis on Gold Fish (Cyprinus carpio Linn) 
by Oral Immunisation 

2017 Mahasri, G 

6.  Identifikasi Myxobolus Sp. Pada Famili 
Cyprinidae Dengan Metode Molekuler di 
Provinsi Jawa Timur Dan Jawa Tengah - Tesis 

2016 Nurekawati, 
A.D  

 



3. KERANGKA KONSEP PENELITIAN 

 

3.1. Landasan Teori 

 Terdapat dua tipe mekanisme pertahanan pada inang (host) yaitu innate 

dan adaptif (acquired). Perbedaan utama di antara mereka adalah jenis reseptor 

yang digunakan untuk mengenali patogen. Pengenalan kekebalan innate 

bergantung pada Pattern recognition receptor (PRR), dengan kekhususan yang 

luas, adalah germline yang dikodekan dan telah berevolusi untuk dikenali 

Pathogen Associated Molecular Pattern (PAMP). Satu fitur pemersatu PRRs 

adalah mereka struktur yang sangat terlindungi, yang invariant antara 

mikroorganisme dari kelas yang diberikan. Sebaliknya, respon adaptif dimediasi 

oleh reseptor antigen (Ag), dengan acak tetapi dengan kekhususan yang sempit. 

PRR yang berbeda terlibat dalam melakukan tugas-tugas tertentu, termasuk 

opsonisasi, aktivasi bagian pelengkap, fagositosis, dll. Ada beberapa kelas PRRs 

yang berbeda secara fungsional, tetapi yang paling baik dikarakteristikkan adalah 

Reseptor Toll-like (TLRs), yang merupakan protein transmembran tipe-I dengan 

ekstraseluler dengan motif pengulangan kaya leusin (LRR) dan intraseluler Toll / 

domain.interleukin-1 receptor (TIR)  Anggota dari keluarga TLR berkontribusi 

baik terhadap interaksi sel-sel dan pemberi isyarat. Studi gen TLR pada 

beberapa spesies teleost (D. rerio,T. rubripes, C. auratus, Oncorhynchus mykiss, 

P. olivaceus) telah menunjukkan pelestarian evolusi komponen kunci dari 

pensinyalan TLR pada vertebrata.  Dua keluarga tambahan dari reseptor bawaan 

telah dijelaskan bahwa bergabung dengan TLR sebagai sensor kunci pathogen . 

Mereka adalah reseptor intraseluler termasuk reseptor NOD-like (NLRs) dan 

RIG-I (retinoicacid-gen yang dapat diinduksi I) -seperti protein (RLRs). Semua 

NLR mengandung domain oligomerisasi yang mengikat nukleotida (NOD) diikuti 

oleh LRR pada ujung karboksi. Kelompok PRR penting lainnya diwakili oleh C 
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type lektin, yang paling dikenal karena kemampuannya mengenali karbohidrat 

yang berhubungan dengan pathogen spesifik struktur. Ini dicirikan oleh lectin 

tipe-C reseptor (CLR), protein yang mengandung karbohidrat recognition 

domains (CRDs). Beberapa CLR diproduksi sebagai protein transmembran pada 

sel dendritik dan makrofag (MF), atau disekresikan sebagai protein larut. Di 

antara yang larut PRR, mannan-binding lectins (MBLs) dan ficolins mengikat 

struktur N-acetyl-glucosamine dan mannose umum di antara mikroba  (Bird et al., 

2005). 

3.2. Hipotesis 

H0 : Infeksi Myxobolus koi tidak menyebabkan ekspresi positif pada 

sitokin  TNF-α,  IL-1β dan IL-6  pada ikan Koi (Cyprinus carpio) 

H1 : Infeksi Myxobolus koi menyebabkan ekspresi positif pada 

sitokin  TNF-α,  IL-1β dan IL-6  pada ikan Koi (Cyprinus carpio) 
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3.3. Kerangka Konsep Penelitian 

 

 

 Gambar 10. Kerangka Konsep Penelitian 
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3.4. Kerangka Operasional 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

           

           

          

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Gambar 11. Kerangka Operasional Penelitian   

  

Koi (Cyprinus carpio) 

Sampel Negatif 

Myxobolus koi 

Sampel Positif 
Myxobolus koi 

Pegamatan Klinis Histopatologi Scanning Elektron Microscopy 

PCR dengan primer Myxobolus  
Pada organ insang dan usus 

ERIB1 (Forward)  ACCTGGTTGATCCTGCCAG  
ERIB10 (Reverse)  CCTCCGCAGGTTCACCTACGG  

(Camus dan Griffin,  2010) 

PCR TNF-α, IL-6  dan IL1-β pada 
organ insang dan usus 
 

TNF-α ikan Karper  
Forward primer (5`-3`) 
GCTGTCGCTTCACGCTCAA  
Reverse primer (5`-3`) 
CCTTGGAAGTGACATTTGCTTTT  
IL-1β ikan Karper  
Forward primer (5`-3`) 
AAGGAGGCCAGTGGCTCTGT 
Reverse primer (5`-3`) 
CCTGAAGAGGAGGCTGTCA 
(Slaninova et al., 2014). 

IL-6 Ikan Mas 
Forward : 
GATTGGTACAACGAAGAAGA  
Reverse : 
GCATGACCCATATATGACCCA 
(Kadowaki et al., 2013) 
 

Konfirmasi Protein 

Myxobolus  koi  

Genomik sekuensing 

DNA 

Analisa Ekspresi Gen 

dan Protein 

Blast data Genbank 
Pada situs NCBI 

 

TAHAP 1 

TAHAP 2 
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3.5. Kebaharuan Penelitian 

 Pemeriksaan parasit dengan parameter klinis dan indeks zootechnical 

sudah dirasakan tidak cukup untuk memantau kesehatan ikan ketika terjadi 

infeksi kronis, Karena itu, di samping penanda tradisional (biokimia, histologis, 

morfologis dan fisiologis), penting untuk mencari parameter alternatif seperti 

biomarker molekuler. Respon reseptor Tumor Necrosis Faktor dan Interleukin 

terhadap infeksi Myxobolus koi dapat dijadikan penanda (biomarker) dalam 

menentukan serangan parasit. Peningkatan dan ekspresi gen respon reseptor 

Tumor Necrosis Faktor dan Interleukin mengindikasikan serangan Myxobolus koi 

pada benih ikan koi (Cyprinus carpio). 

3.6. Strategi Publikasi 

 Hasil penelitian mengenai Proliferasi sel TNF-α, IL-1β dan IL-6 Sebagai 

Penanda Ketahanan Gen Molekuler Ikan Koi  (Cyprinus carpio) Yang Terinfeksi 

Parasit Myxobolus Koi telah dipublikasikan di The Journal of Experimental Life 

Science Vol. 9 No.3 Tahun 2019. Publikasi jurnal ini sebagai salah satu syarat 

dalam menyelesaikan studi di program Magister Budidaya Perairan, Fakultas 

Perikanan dan Ilmu Kelautan, Universtas Brawijaya Malang. 

 



4. METODE PENELITIAN 

 

4.1. TEMPAT PENELITIAN 

 Penelitian dilaksanakan di Laboratorium Balai Karantina Ikan Pengendalian 

Mutu dan Keamanan Hasil Perikanan Surabaya I, Sidoarjo Jawa Timur, 

Laboratorium Biosains Universitas Brawijaya Malang dan PT. Genetika Science 

Jakarta  

4.2. ALAT DAN BAHAN 
4.2.1. Alat 
 
 Gunting, botol sampel, skalpel, pinset, beker gelas, cawan petri, gelas objek, 

cover slip, nampan plastik, mikroskop, timbangan analitik, microtube, mikropipet 

eppendorf (10 μl, 200 μl,1000 μl), tip mikropipet, vortex, tabung eppendorf (0,2 ml, 

0,5 ml, 1,5 ml), timbangan analitik, hot plate, minispin, thermal cycler T100 (Bio-

Rad), tabung erlenmayer (Iwaki Pyrex), pellet pastle, microcentrifuge tube, 

mikropippet, vortex, UV doc (Alpha innotech), polaroid camera, freezer lemari es dan 

inkubator, Dry Block Thermostat (Biosan), DNA/RNA UV-Cleaner Box (Biosan).  

Automatic Tissue Processor, Wax Dispenser, Microtome, Waterbath 

4.2.2. Bahan 

a) Ikan Koi (Cyprinus carpio) 

Sampel Ikan Koi (Cyprinus carpio) dengan ukuran 5-7 cm, ikan yang diambil 

merupakan ikan dengan gejala klinis infeksi parasit Myxobolus koi seperti insang 

membengkak, operkulum tidak dapat menutup sempurna dan terdapat nodul 

pada bagian insang sedangkan ikan sehat digunakan sebagai control negative.   
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b) Bahan yang digunakan PCR antara lain : Silica Extraction Kit (GeneReach 

Biotechnology Corp), Master Mix (MyTaq HS Red Mix,2x BIOLINE), 

ddH2O/Nuclease Free water (PCR Grade Water) (Ambion,AM9937), Agarose 

gel (1% Gel O-Shooter) (LE Agarose, R9012LE-500gr), DEPC H2O (GeneReach 

Biotechnology Corp), GT Buffer (GeneReach Biotechnology Corp), Etanol 70%, 

TAE Buffer, Ethidium bromide (Maestro, MR031203), SYBR Safe DNA gel strain 

(Invitrogen), Marker 100 bp DNA Ladder 100-3000 bp (Geneaid), Marker 100 bp 

DNA Ladder 100-1500 bp (Nexmark), template DNA  

c) Primer Myxobolus ERB1 dan ERB 10, sesuai dengan Tabel 1. 

d)  Primer set TNFα, IL1-β (Forlenza et al,, 2008) dan IL-6 (Kadowaki et al., 2013) 

dapat dilihat pada Tabel 2.   

e) Bahan yang digunakan untuk histopatologi : Aquades, Alkohol absolut, Alkohol 

teknis, Xylene, Paraplast, Mayers Hematoxylin, Eosin, Slide glass, Cover glass 

4.3. METODE PENELITIAN 

 Metode penelitian yang digunakan adalah deskriptif kualitatif,  yaitu metode 

yang berfungsi untuk mendeskripsikan atau memberi gambaran terhadap obyek 

yang diteliti melalui data atau sempel yang telah terkumpul sebagaimana adanya 

tanpa melakukan analisis dan membuat kesimpulan yang berlaku umum (Sugiono, 

2012).  Penelitian ini menggambarkan ekspresi respon imun reseptor TNF-α,  IL-1β 

dan IL-6 pada ikan koi (Cyprinus carpio) yang terinfeksi parasite Myxobolus koi 

secara jelas dan terperinci yang selanjutnya dibandingkan literatur.  
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4.4. PROSEDUR PENELITIAN 
4.4.1. PENGAMBILAN SAMPEL 

 Sampel Ikan Koi (Cyprinus carpio) diambil dari Desa Nglegok Kecamatan 

Nglegok Kabupaten Blitar dengan ukuran 5-7 cm, ikan yang diambil merupakan ikan 

dengan gejala klinis infeksi parasit Myxobolus koi dari 3 kolam yang berbeda. 

Sedangkan untuk negatif control ikan sehat diambil dari lokasi yang berbeda. 

 Pengambilan contoh media pembawa lebih didasarkan pada pendekatan 

aspek patogen dalam suatu populasi. Pendekatan ini mengandung pengertian 

bahwa apabila dalam suatu populasi ditemukan patogen target pada minimal 1 

(satu) contoh uji, maka dapat disimpulkan bahwa seluruh populasi positif terinfeksi 

oleh patogen tersebut. Teknik pengambilan contoh media pembawa dapat dilakukan 

dengan selective sampling dan/atau random sampling. Selective sampling adalah 

pemilihan media pembawa yang digunakan sebagai contoh terutama didasarkan 

pada abnormalitas (adanya ketidaknormalan) populasi yang tampak secara visual 

sesuai. target penyakit (Anonymous, 2017). 

4.4.2. HISTOPATOLOGI 

 Histophatologi adalah studi tentang mikroanatomi jaringan spesifik, metode 

ini telah berhasil digunakan sebagai alat diagnostic dalam ilmu kedokteran dan 

kedokteran hewan sejak dulu investigasi seluler dilakukan sejak pertengahan abad 

ke-19 (Robert R.J, 2012). Ilmu ini mempelajari perubahan abnormal dari sel atau 

jaringan yang digunakan untuk mendiagnosa penyakit, sehingga merupakan 

pendukung dari suatu diagnose (Hossain et al., 2007). 
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4.4.2.1.  Pembuatan Blok Jaringan  

a) Spesimen difiksasi menggunakan larutan 10% formalin minimal selama 24 jam. 

Specimen yang mengandung chitin difiksasi menggunakan larutan Davidson 

maksimal 24 jam kemudian dipindahkan kedalam larutan buffer formalin 10%. 

b) Spesimen dicatat pada buku agenda sesuai nomor sampel, kemudian sampel  

dipotong menjadi bagian kecil berukuran ± 1 cm. Sampel dimasukkan dalam 

cassette atau wadah spesimen dan diberi label sesuai dengan nomor sampel. 

c) Masukkan kedalam wadah tissue processor dan set program pada alat tersebut 

sesuai kebutuhan kita. 

d) Proses dehidrasi menggunakan larutan alkohol bertingkat mulai dari alkohol 70 

%, 80% (2x ulangan),85% masing-masing selama 2 (dua) jam. Selanjutnya 

pindah ke alkohol absolut sebanyak 3x ulangan masing-masing 2 (dua) jam. 

e) Clearing menggunakan xylol sebanyak 3x ulangan, masing-masing selama 30 

menit. 

f) Embeding menggunakan parafin cair dalam dengan suhu 58o C sebanyak 2 x 

ulangan, masing-masing selama 2 jam. 

g) Pencetakan (blocking) dengan mengeluarkan spesimen dari casete untuk 

dicetak menggunakan cetakan parafin (mould), selanjutnya hasil block 

dimasukkan dalam freezer selama 5 menit. Keluarkan blok jaringan dari cetakan 

dan rapikan dengan membentuk bujur sangkar ukuran 1,5 cm. 

h) Dengan menggunakan microtome, jaringan dipotong dengan ketebalan 3-5μ, 

potongan jaringan segera diapungkan dalam waterbath yang telah berisi 

akuades yang dipanaskan hingga suhu 500oC. Kemudian angkat pita parafin 

tersebut menggunakan obyek glass, kering anginkan dan diberi label. 
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4.4.2.2. Pewarnaan Jaringan 

a) Potongan jaringan yang telah menempel pada obyek glass disusun dalam 

staining jar kemudian dimasukan kedalam inkubator dengan suhu 37oC selama 

± 1 jam selanjutnya obyek glass tersebut dikeringkan. 

b) Dilakukan proses deparafinasi menggunakan larutan xylol sebanyak 2 kali 

ulangan masing-masing selama 5 menit. 

c) Rehidrasi, menggunakan alkohol mulai dari alkohol absolut, alkohol 95% 

sebanyak 2x ulangan masing-masing 10 kali celupan atau ± 1. 

d) Masukkan kedalam akuades 10 kali celupan.  

e) Dilanjutkan proses pewarnaan menggunakan pewarna Hematoxylin selama 2 

menit kemudian dicuci dengan air mengalir selama 5 menit, dan dilanjutkan 

dengan pewarnaan eosin selama 10 menit. 

f) Dehidrasi menggunakan alkohol mulai dari alkohol absolut, alkohol 95%. 

g) Clearing menggunakan xylol sebanyak 2x ulangan masing-masing selama 10 

kali celupan atau ± 1 menit. 

h) Mounting, slide-slide yang berisi potongan jaringan dikeluarkan dari staining jar 

satu persatu, kemudian ditutup dengan cover glass yang telah diberi entelan. 

i) Preparat jaringan kemudian diamati dibawah mikroskop dengan perbesaran 40x 

untuk dianalisa. 

j) Amati kelainan jaringan yang ada, kemudian bandingkan dengan jaringan 

normal. 

4.4.3. SEM (Scanning Electron Microscopy) 

 Pengamatan dilakukan dengan SEM dengan  mengawetkan jaringan yang 

terinfeksi Myxobolus pada larutan 2.5% glutaraldehyde selama 2 jam pada suhu      
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4 °C dilanjutkan dengan proses dehidrasi dengan ethanol dan dikeringkan kemudian 

dibilas dengan campuran absolute acetone dan amyl acetate dengan perbandingan  

rasio tiap larutan 3:1, 2:2 dan 1:3 dan yang terakhir dengan  100% amyl acetate. 

Jaringan dikeringkan pada titik kritis menggunakan CO2 pada  HCP: 2 Critical Point 

Dryer (Hitachi), kemudian dilapisi dengan  metallic gold pada IB-2 ion coater dan 

diperiksa dengan Hitachi S-530 Scanning Electron Microscope pada voltase 15 dan 

20 KV. (Saha dan Bandyopadhyay, 2017). 

4.4.4. Metode PCR (Polymerase Chain Reaction) 
4.4.4.1. EKSTRAKSI 

 DNA diekstraksi dengan menggunakan Silica Extraction Kit (Gene) dari 

jaringan yang diawetkan dalam larutan etanol absolut. Masing-masing sampel 

jaringan insang dan usus yang teridentifikasi Myxobolus maupun yang sehat 

dimasukkan ke dalam mikrotube 1,5 ml, tambahkan dengan 900 ul GT Buffer, 

haluskan dengan menggunakan pastle penggerus, sentrifugasi pada kecepatan 

12000 rpm selama 3 menit. Larutan lapisan diambil 600 ul dipindahkan ke dalam 

dalam mikrotube 1,5 ml yang baru, masukkan silica 40 ul, vortex agar homogen dan 

disentrifugasi pada kecepatan 12000 rpm selama 15 detik (tidak boleh lebih dari 20 

detik). Setelah di sentrifugasi buang larutannya, cuci pellet silica dengan 500 ul GT 

Buffer, vortex sampai pellet silica membentuk suspensi, di sentrifugasi pada 

kecepatan 12000 rpm selama 15 detik (tidak boleh lebih dari 20 detik), buang 

larutannya, tambahkan 1 ml ethanol 70% untuk mencuci pellet silica dan vortex 

sampai pellet silica membentuk suspensi. Sentrifugasi pada kecepatan 12000 rpm 

selama 15 detik (tidak boleh lebih dari 20 detik), buang etanol, gunakan mikropippet 

untuk mengambil ethanol yang masih tersisa, tambahkan 1 ml ddH2O untuk 

meresuspensikan pellet silica, vortex sampai pellet silica membentuk suspense. 
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Inkubasi pada suhu 55°C selama 10 menit, homogenkan dengan di vortex 

selanjutnya disentrifugasi pada kecepatan 12000 rpm selama 2 menit, kemudian 

pindahkan 500 ul dari larutan atas ke dalam mikrotube baru dan siap digunakan 

(Nurekawati, A.D., 2016).  

4.4.4.2. AMPLIFIKASI  

 Amplifikasi bertujuan untuk memperbanyak DNA dari template, penelitian ini 

menggunakan Primer untuk amplifikasi merupakan primer spesifik pada 18S SSU 

rDNA untuk mendeteksi Myxobolus sp.  pasangan primer yang digunakan untuk 

mendeteksi parasite Myxobolus sp adalah 1 set primer spesifik (Camus dan Griffin. 

2010) sebagai berikut : 

Tabel 2. Primer Myxobolus sp 

NO PRIMER SEQUENCE (5`-3`) DIRECTION SIZE (bp) 

1. ERB1 ACCTGGTTGATCCTGCCAG Forward 2–20 

2. ERB10 CCTCCGCAGGTTCACCTACGG Reverse 2079–2059 

 

Sedangkan untuk susunan primer untuk TNFα, IL1-β (Forlenza et al,, 2008) dan IL-6 

(Kadowaki et al., 2013)  adalah sebagai berikut : 

Tabel 3. Primer TNFα, IL1-β dan IL-6 

NO GENES SEQUENCE (5`-3`) DIRECTION 
SIZE 
(bp) 

Acc 
Number 

1. IL-6 GATTGGTACAACGAAGAAGA Forward 256 AY102633 

2. IL-6 GCATGACCCATATATGACCCA Reverse   

3. IL-1β ACGCCACCAAGAGCCTTTTA Forward 206 AJ245635 

4. IL-1β GCAGCCCATATTTGGTCAGA Reverse   

5. TNFα GCTGTCTGCTTCACGCTCAA Forward 106 AJ311800 

6. TNFα CCTTGGAAGTGACATTTGCTTTT Reverse   

 

Amplifikasi dengan menggunakan masing-masing primer  dengan prosedur sebagai 

berikut  :  
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1. Primer Myxobolus sp ERB1 dan ERB 10  

total volume campuran reaksi PCR sebanyak 25 μI, yang terdiri dari Master 

Mix (KAPABiosytems, KK510). Primer Forward (ERB1) 2 μI, Primer Reverse 

(ERB10) 2 μI, Template DNA 2 μI, Nuclease free water 19 μI. Amplifikasi 

dilakukan dengan setting suhu Predenaturasi pada 94 ºC selama 2 menit, 

dilanjutkan denaturasi 94 ºC selama 1 menit, annealing 58ºC selama 1 menit, 

extension 72ºC selama 1 menit 30 detik sebanyak 35 siklus dan ditambah 

final elongation 72°C selama 5 menit.   

2. Primer IL-6 

total volume campuran reaksi PCR sebanyak 25 μI, yang terdiri dari Master 

Mix (KAPABiosytems, KK510). Primer Forward 2 μI, Primer Reverse 2 μI, 

Template DNA 2 μI, Nuclease free water 19 μI. Amplifikasi dilakukan dengan 

setting suhu Predenaturasi pada 95ºC selama 3 menit, dilanjutkan denaturasi 

95 ºC selama 30 detik, annealing, extension 72ºC selama 1 menit sebanyak 

34 siklus dan ditambah final elongation 72°C selama 5 menit. Optimasi suhu 

dilakukan untuk memperoleh suhu annealing terbaik, didapatkan dengan 

mengatur gradient thermal cycler (T 100 Bio Rad) pada 4 tingkatan suhu 

yang berbeda yaitu  58,2oC, 56,5 oC, 54,5 oC dan 52,7 oC.  

3. Primer IL-1β 

total volume campuran reaksi PCR sebanyak 25 μI, yang terdiri dari Master 

Mix (KAPABiosytems, KK510). Primer Forward 2 μI, Primer Reverse 2 μI, 

Template DNA 2 μI, Nuclease free water 19 μI. Amplifikasi dilakukan dengan 

setting suhu Predenaturasi pada 95ºC selama 3 menit, dilanjutkan denaturasi 

95 ºC selama 30 detik, annealing, extension 72ºC selama 1 menit sebanyak 

34 siklus dan ditambah final elongation 72°C selama 5 menit. Optimasi suhu 
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dilakukan untuk memperoleh suhu annealing terbaik, didapatkan dengan 

mengatur gradient thermal cycler (T 100 Bio Rad) pada 4 tingkatan suhu 

yang berbeda yaitu 58oC, 56,1 oC, 53,8 oC dan 51,9 oC.  

4. Primer TNFα 

total volume campuran reaksi PCR sebanyak 25 μI, yang terdiri dari Master 

Mix (KAPABiosytems, KK510). Primer Forward 2 μI, Primer Reverse 2 μI, 

Template DNA 2 μI, Nuclease free water 19 μI. Amplifikasi dilakukan dengan 

setting suhu Predenaturasi pada 95ºC selama 2 menit, dilanjutkan denaturasi 

95ºC selama 1 menit, annealing, extension 72ºC selama 30 detik sebanyak 

40 siklus dan ditambah final elongation 60°C selama 1 menit. Optimasi suhu 

dilakukan untuk memperoleh suhu annealing terbaik, didapatkan dengan 

mengatur gradient thermal cycler (T 100 Bio Rad) pada 4 tingkatan suhu 

yang berbeda yaitu 60oC, 58 oC, 56,1 oC dan 53,8 oC.  

4.4.4.3. ELEKTROFORESIS 

 Hasil amplifikasi DNA diperiksa menggunakan 1,5 % gel agarose direndam 

menggunakan TAE buffer 1X. Lubang pada gel diisi secara berurutan dengan 

marker, 8 μl hasil amplifikasi dan blanko kontrol. Proses elektroforesis dilakukan 

selama 45 menit dengan voltase 100 volt. Agarose yang telah ditambahkan SyBr 

save (Invitrogen) selama 15 menit direndam dalam buffer TAE 1x. Gel diletakkan 

pada gel documentation, diamati di bawah sinar UV dan didokumentasikan.  

4.5. ANALISA DATA 

 Data yang diperoleh meliputi hasil uji PCR dan Sekuensing pada masing-

masing organ target disajikan secara deskriptif dalam bentuk dokumentasi foto band 
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DNA dan data nukleotida sekuens gen target. Data tersebut selanjutnya dianalisa, 

sehingga diharapkan dapat menjelaskan mekanisme parameter reseptor respon 

imun tersebut terhadap sistem imunitas ikan koi (Cyprinus carpio). Analisa data 

sekuensing yang diperoleh, dianalisa menggunakan program Mega ver.6.06 

(software) dan dibandingkan dengan sekuens nukleotida GenBank dengan menu 

pilihan Blast (Basic Local Alignment Search Tool) pada situs NCBI dan dibantu 

dengan menggunakan metode ClustalW2 (Thompson et al., 1994). Sedangkan 

untuk menganalisa kekerabatan (homologinya) digunakan metode Neighbour 

Journing (NJ tree) dan ditampilkan dengan menu TreeViewX (Page, 1996). 



 

 

5. HASIL DAN PEMBAHASAN 

 

5.1. Gejala Klinis 

 Benih ikan sampel diambil dengan ukuran 5-7 cm dengan berat 8-10 gram 

sebanyak 8 ekor. Pengambilan ikan sampel dilakukan di kolam pembesaran milik 

pembudidaya ikan koi yang berlokasi di Desa Kemloko dan Desa Kedungwaru 

Kecamatan Nglegok Kabupaten Blitar Jawa Timur. (8°02'04.3"S 112°12'12.2"E) 

Lampiran 1.  Pengamatan gejala klinis dilakukan pada kolam pembesaran, ikan 

yang terinfeksi parasit Myxobolus akan memiliki gerakan operculum yang lebih cepat 

dibandingkan ikan sehat dan pada ikan yang terinfeksi berat ikan akan sering 

menuju permukaan air untuk bernafas (Sumuduni et al., 2018). Pada ikan yang 

terinfeksi terdapat nodul putih pada insang dan operculum yang tidak dapat menutup 

dengan sempurna (Gambar 12a,b) serta insang akan berwarna lebih pucat 

(Gambar 12c). (Camus dan Griffin. 2010 ; Maftuh et al., 2018). Insang selain 

memiliki fungsi pernafasan juga berfungsi dalam pengaturan pertukaran garam dan 

air serta berperan  utama dalam ekskresi nitrogen, sedikit kerusakan struktural pada 

insang dapat membuat ikan rentan terhadap osmoregulasi serta sulit dalam 

pernafasan (Cengiz, 2006 ; Robert, R.J., 2012). Hasil pengamatan secara klinis ikan 

yang terinfeksi Myxobolus koi  ditampilkan pada Gambar 12 berikut ini. 
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(a) (b) 

(c) (d) 

Gambar 12. Gejala klinis ikan koi (Cyprinus carpio) yang terinfeksi parasit 

Myxobolus koi (a) Nodul putih pada lamella insang (b) Warna insang terlihat lebih 

pucat dan terdapat kista pada lamella insang  (c) Operculum tidak dapat menutup 

dengan sempurna (d) Ikan tanpa gejala klinis infeksi parasit. 

 
5.2. Histopatologi 

 Kerusakan struktur pada insang ikan sangat berpengaruh terhadap 

pengaturan osmosis sehingga proses pernafasan dan osmoregulasi ikan terganggu. 

Dari hasil pengamatan histologi didapatkan perubahan yang ditandai oleh 

hiperplasia tulang rawan lamella primer yang menyelimuti kista parasit dan adanya 

proses enkapsulasi yang mengelilingi kista oleh tulang rawan insang ikan yang 

terinfeksi (Gambar 13a,c). Menurut Sumuduni et al., (2018) kista parasit di 

enkapsulasi dengan dinding yang tipis, homogen, dan non-seluler, yang dikelilingi 

oleh lapisan chondroblast atau chondrocytes yang berasal dari inang. Sel yang 
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berdekatan dengan parasit berbentuk rata sementara sel-sel di pinggiran mengalami 

hipertrofi, bagian lamella yang terinfeksi sangat sering terjadinya penyatuan dua 

lamella primer. Mayoritas kista dienkapsulasi secara terpisah dan hanya dalam 

beberapa kasus kapsul melampirkan menjadi satu, enkapsulasi dari kista di filamen 

insang dan lengkungan insang menyebabkan kerusakan parah dari arsitektur insang 

dan pengurangan permukaan pernapasan, yang mungkin menjelaskan tanda-tanda 

respirasi, seperti seringnya ikan yang terinfeksi mengambil udara dari permukaan air 

dan peningkatan laju pernapasan ikan. Kista parasit yang diamati terdapat berbagai 

lokasi filamen insang seperti bagian dasar, tengah dan apical dan sebagian besar 

ditemukan berdekatan dengan tulang rawan filamen insang dan pada lengkungan 

insang (Gambar 13b).  

 Reaksi histopatologi yang paling umum terjadi pada infeksi myxosoa adalah 

terbentuknya granulomata dengan tahap pembentukan enkapsulasi parasit oleh 

lapisan jaringan epitel yang saling berhubungan dengan tujuan mengisolasi parasit 

agar tidak tersebar ke seluruh jaringan. Proses enkapsulasi merupakan salah satu 

bentuk pertahanan inang terhadap parasit untuk kemudian dikeluarkan dari tubuh 

namun beberapa parasit dapat bertahan hidup di dalam jaringan tubuh inang yang 

menyebabkan kematian. Respiratory burst pada phagosit memiliki peran penting 

pada inang untuk melawan infeksi parasite myxosoan, pada bebarapa studi in vitro 

menunjukkan infeksi parasit myxosoan menyebabkan produksi reactive oxygen 

spesies (ROS) dan reactive nitrogen spesies yang berfungi sebagai cytotoxic 

effector molecules untuk melawan pathogen.  Pada beberapa myxosoan parasite 

memproduksi protease yang menyebabkan lysis pada bagian cartilage insang, 

sehingga inang akan melawan infeksi dengan memproduksi anti protease (Bobadilla, 
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2008 ; Bobadilla et al., 2015). Hasil pengamatan histopatolgi pada organ insang ikan 

koi ditampilkan pada Gambar 13 berikut ini. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gambar 13. Perubahan histopatologi yang diakibatkan Myxobolus koi pada insang 
(a) terdapat proses enkapsulasi pada kista parasit (x400) (b) Spora parasit 
Myxobolus koi  yang menempel pada lamella insang (x40) (c) Spora parasit 
Myxobolus koi (x40) (d) insang koi yang tidak terinfeksi parasit (x40). 
 
 
 Menurut Maftuh et al (2018) Myxobolus sp. secara khusus menyerang insang 

di lengkungan dan filamen insang. Pertukaran gas terjadi di seluruh permukaan 

lamella sekunder (Gambar 14), sehingga kerusakan pada lamella insang akan 

mengganggu keseluruhan fungsi fisiologis tubuh ikan (Gjurčević et al., 2007 ; 

Robert, R.J., 2012).  

 

 

(a) (b) 

(c) (d) 
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Gambar 14. Bagian lamella insang (P) lamella primer dan lamella sekunder 
ditunjukkan dengan tanda panah (x50) (Robert, R.J., 2012) 

 

 Gangguan  fungsi respirasi yang diakibatkan nekrosis di insang dapat 

menyebabkan kematian pada ikan, perubahan histopatologis dasar pada insang 

Ikan mas akibat myxobolus diantaranya adalah hiperplasia tulang rawan primer 

lamella yang membungkus kista, mengakibatkan hilangnya bagian permukaan alat 

pernafasan yang membuat daya serap oleh sel darah merah akan berkurang. 

(Kabata, 1985 ; Cengis, 2006 ; Nurekawati, 2016). 

 Dalam usus ikan normal, struktur jaringan usus bisa diwarnai seluruhnya, 

struktur vila, sel epitel mukosa, sel piala dan lamina propria masih terlihat dengan 

jelas (Gambar 15b). Namun pada usus ikan yang terinfeksi hanya ditemukan spora 

parasit tetapi tidak ditemukan proses enkapsulasi seperti yang terjadi pada insang 

(Gambar 15a). sehingga tidak terlihat dengan jelas adanya kerusakan jaringan pada 

usus. Perubahan morfologi pada dinding usus berhubungan dengan gangguan 

fungsional usus, pada usus yang terinfeksi yang menyebabkan  lumen akan 
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(a) (b) 

mengerut dan dinding usus menebal Masoumian et al., 1996. Hasil pengamatan 

histopatolgi pada organ usus ikan koi ditampilkan pada Gambar 15. berikut ini.  

Gambar 15. Histologi usus ikan koi (a) kista Myxobolus koi pada usus ditunjukkan 

dengan tanda panah (x1000) (b) Struktur sel usus normal (x400). 

 Menurut Liu et al., (2017) Perkembangan plasmodia spora parasit tidak sama 

namun menghasilkan kompresi mekanis yang signifikan dari jaringan yang 

berdekatan, biasanya akan  menggembung ke dalam lapisan lendir usus. Otot akan 

berbentuk melingkar yang jauh lebih tebal daripada jaringan yang tidak terpengaruh 

oleh parasit, sehingga diduga tidak ada respon pertahanan yang berbeda pada 

fokus infeksi.  

5.3. SEM  (Scanning Electron Microscopy) 

 Hasil Penggunaan transmisi dan pemindaian mikroskop elektron dalam 

diagnosis memperlihatkan spora Myxobolus menutupi bagian lamella insang. 

(Gambar 16a), spora Myxobolus koi berukuran panjang spora 12,6 µm dengan 

perbesaran 5000x. (Gambar 16d) Panjang spora berkisar antara 12-15 µm (Camus 

dan Griffith, 2010).  Kematian koi ini disebabkan oleh gangguan pernapasan, 

dihasilkan dari parasitisme masif insang oleh tipe myxobolid myxozoan dengan fitur 

morfologis paling sesuai dengan  dengan Myxobolus koi. Hasil pengamatan 
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Scanning Electron Microscopy pada organ insang ikan koi ditampilkan pada Gambar 

16. berikut ini. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 16. Spora Myxobolus koi yang menginfeksi insang koi diamati dengan 
Scanning Electron Microscopy  (a)  spora dengan jumlah besar yang menempel 
pada insang koi dengan perbesaran x800 (scale bar = 100µm) (b) spora dengan 
perbesaran x1800 (scale bar = 50µm) (c) spora dengan perbesaran x4000 (scale 
bar = 20µm) (d) ukuran sprora myxobolus 12.6 µm dengan perbesaran x5000 (scale 
bar = 20µm) 

 

5.4. Hasil Uji PCR Myxobolus koi 

 Organ Ikan koi diambil bagian usus dan insang untuk selanjutnya dilakukan 

pemeriksaan secara molekular dengan metode PCR konvensional  pada ikan yang 

secara klinis terinfeksi dan tidak terinfeksi. DNA diekstraksi dengan menggunakan 

Silica Extraction Kit kemudian dilakukan proses amplifikasi dengan menggunakan 

(a) (b) 

(c) (d) 
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primer spesifik ERB1 (Forward) dan ERB10 (Reverse), dari hasil elektroforesis ikan 

yang secara klinis terinfeksi Myxobolus koi akan muncul pita (band) pada 2000 bp. 

Hasil elektroforesis pada organ insang dan usus ikan koi ditampilkan pada Gambar 

17. berikut ini.  

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 17. Hasil elektroforesis, target band parasit Myxobolus muncul pada 2000 

bp Keterangan : M = Marker ; (1,2 ikan terinfeksi Myxobolus )(3,4 ikan sehat) 1 = 

Insang Ikan Koi positif terinfeksi Myxobolus ; 2 = Usus Ikan Koi positif terinfeksi 

Myxobolus ; 3 =Insang Ikan Koi yang negatif terinfeksi Myxobolus ; 4 =  Usus Ikan 

Koi positif ringan terinfeksi Myxobolus 

 

 Dari uji PCR didapatkan pada ikan yang secara klinis terinfeksi Myxobolus  

Gambar 17 (1,2) hasil elektroforesis menunjukkan band akan muncul di 2000 bp, 

namun pada ikan yang secara klinis terindikasi sehat (4) band tetap muncul 

meskipun tidak terlalu jelas (positif ringan). Hal ini membuktikan serangan parasit 

tidak selalu dimulai dengan adanya gejala klinis tertentu. Pengamatan parasit 

biasanya dilakukan secara mikroskopis namun sulit untuk mengidentifikasi tahap 

perkembangan myxospores dan juga pada tahap infeksi ringan. Pemeriksaan 
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berbasis DNA dengan teknik molekuler memiliki beberapa keunggulan dibandingkan 

observasi mikroskopis karena sangat spesifik dan sensitif sehingga dapat 

mendeteksi infeksi pada stadium awal dan iinfeksi yang sangat ringan (Jeon et al., 

2017).  

 Hasil pemeriksaan pada organ insang menunjukkan bahwa sampel ikan 

dengan gejala klinis akan muncul pita (band) yang spesifik terhadap kontrol 

positifnya yaitu di 2000 bp. Ikan yang menunjukkan gejala klinis infeksi Myxobolus 

diperoleh pita pada 2000 bp atau sejajar dengan kontrol positifnya, namun pada 

sampel ikan yang secara klinis tidak terinfeksi Myxobolus ternyata juga muncul pita 

pada 2000 bp. Hasil elektroforesis pada organ insang ikan koi ditampilkan pada 

Gambar 18. berikut ini.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 18. Hasil Elekroforesis pada organ insang Keterangan : M = Marker (1500 

bp) ; K+ = Kontrol Positif ; 1 – 4 = Sampel positif insang pada ikan yang secara klinis 

terinfeksi parasit ; 5 – 8 = Sampel negative 
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 Hasil elektroforesis terhadap 8 ekor ikan koi di organ insang yaitu 4 ekor ikan 

secara klinis terinfeksi Myxobolus  (kode sampel 1-4) dan secara klinis sehat (kode 

sampel 5-8). Hasil elektroforesis menunjukkan pada kode sampel 1-4 dan 6 muncul 

pada band pada 2000 bp. Sedangkan pada organ usus hasil elektroforesis hanya 

muncul pada kode sampel 1-4. Kemunculan band menunjukkan kandungan copy 

genom DNA parasit Myxobolus pada target organ sampel, sedangkan pada target 

organ yang tidak muncul pada hasil elektroforesis diduga karena target organ tidak 

memiliki kandungan genom DNA parasit myxobolus atau memiliki kandungan yang 

sangat kecil sehingga tidak dapat tervisualisasi dengan metode PCR konvensional. 

Hasil elektroforesis pada organ usus ikan koi ditampilkan pada Gambar 19. berikut 

ini.      

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 19. Hasil elektroforesis pada usus Keterangan : M = Marker (1500 bp) ; K+ 

= Kontrol Positif ; 1-4 = Sampel positif usus pada ikan yang secara klinis terinfeksi 

parasit ; 5-8 = Sampel negatif 
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 Semiquantitatif PCR dianalisa dengan menggunakan software ImageJ versi 

1.52A. Ikan dengan persentase intensitas tertinggi pada masing-masing organ 

terlihat pada kode sampel 2 dan 3. Kode sampel 2 pada bagian usus dengan 

intensitas 36,441 % dan kode sampel 3 pada bagian insang dengan intensitas 

22,688 %. Dari hasil nilai intensitas persentase yang tertinggi dan terendah 

kemudian dilanjutkan dengan pengujian parameter respon molekuler TNFα, IL-1β 

dan IL-6.  Hasil uji PCR secara semiquantitatif  pada organ insang dan usus ikan koi 

ditampilkan pada Gambar 20. berikut ini.          

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 20. Hasil semiquantitatif PCR organ insang dan usus pada ikan koi 

(Cyprinus carpio) ; ikan sehat kode sampel 1-4, ikan sakit kode sampel 5-8  

 

5.5. Analisa Nukleotida Parasit Myxobolus koi 

 Kriteria utama dari klasifikasi Myxozoa pada awalnya adalah berdasarkan 

morfologi spora, namun karena memiliki keragaman pengelompokan taksonomi 

yang luas maka analisa nukleotida lebih efektif untuk dilakukan. Analisa nukleotida 

dilakukan untuk mengetahui materi genetik dari parasit, nukleotida merupakan 

bahan baku utama penyusun materi genetik tersusun atas basa nitrogen, gula 
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pentosa (keduanya disebut nukleosida) dan ester fosfat, terdapat empat jenis 

nukleotida utama yang menyusun DNA mahluk hidup yaitu : Adenin (A),  Guanin G), 

Timin (T) dan Sitosin (C) (Toha et al., 2016). Setelah proses amplifikasi dilanjutkan 

proses sekuensing untuk mengetahui susunan DNA dari parasit, Sekuensing DNA 

merupakan proses atau teknik penentuan urutan basa nukleotida pada suatu 

segmen molekul DNA, merupakan informasi paling mendasar suatu gen atau genom 

karena mengandung instruksi yang dibutuhkan untuk pembentukan tubuh mahluk 

hidup. Sekuensing DNA selanjutnya dapat dimanfaatkan untuk menentukan identitas 

maupun fungsi gen atau fragmen DNA dengan cara membandingkan sekuens-nya 

dengan sekuens DNA lain yang sudah diketahui (Robert, 2012 ; Fiala et al., 2015 ; 

Lokapirnasari et al., 2017).  

 Hasil runutan nukleotida gen Myxobolus disesuaikan dengan database atau 

library yang tersimpan dalam genbank yaitu National Centre for Biotechnology 

Information (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) melalui program BLAST, 

untuk mendapatkan persentase kesamaan dengan data base. Sisi homolog runutan 

nukleotida gen DNA dari spesies yang diperoleh dan hasil penelusuran melalui 

progran BLAST selanjutnya disejajarkan (multiple alligment) dengan menggunakan 

ClustalW. Identifikasi spesimen dilakukan melalui konstruksi pohon kekerabatan dan 

persentase indeks kesamaan. Analisis penanda genetik, keragaman genetik, jarak 

genetik dari runutan nukleotida gen parsial DNA myxobolus dilakukan mengunakan 

program MEGA versi 6.06 (Tokamura et al., 2013 ; Fahmi et al., 2017). 

 Hasil sequensing DNA parasit Myxobolus koi yang menginfeksi  ikan koi 

(Cyprinus carpio) di Blitar memiliki kemiripan (percent identity) dari data Gen Bank 

dengan beberapa organisme. (Tabel 5). Kemiripan  atau tingkat homologi dari 

sampel antara 95,99 – 99,37% dengan E-value 0.0, kemiripan tertinggi terjadi pada 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast
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kode sampel KT.240127.1 yaitu pada Myxobolus koi yang menginfeksi ikan  

Rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) di Barat Daya China, kemiripan dikatakan 

tinggi apabila sekuen DNA memiliki nilai percen identity >70% dan E-value <10-4 

(Claverie dan Notredame, 2003). Hasil BLAST sequen Myxobolus koi dengan data 

GEN Bank  dapat dilihat pada Lampiran 2. 

Tabel 5. Percent Identity (%) sampel dibandingkan dengan Gen Bank 

 

No Kode Gen 
Bank 

Organisme Parasit E- 
value 

Percent 
Identity (%) 

Sumber 

1 KT.240127.1 Rainbow trout 
(Oncorhynchus 
mykiss) 

Myxobolus 
koi 

0.0 99,37% Fan, W. 
2015 

2 FJ841887.1 Koi (Cyprinus 
carpio) 

Myxobolus 
koi  

0.0 99,16% Camus,A.
C. and 
Griffin,M.J
, 2010 

3 LC228236.1 Common carp 
(Cyprinus 
carpio) dan  
Japanese 
silver            
crucian carp 
(Carassius 
langsdorfii) 

Myxobolus 
tanakai 

0.0 97,90% Kato et al., 
2017 

4 LC228235.1 Common  carp 
(Cyprinus 
carpio) dan 
Japanese 
silver           
crucian carp 
(Carassius 
langsdorfii) 

Myxobolus 
tanakai 

0.0 97,48% Kato et al., 
2017 

5 FJ710800.1 Gibel  carp 
(Carassius 
auratus             
Gibelio) 

Myxobolus 
koi 

0.0 96,21% Zhang et 
al., 2010 

6 MH.521300 Carassius 
gibelio 
 

Myxobolus 
kingchowe
nsis 

0.0 95,99% Wang, M. 
2018  
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 Analisis filogenetik dengan menggunakan program komputer ClustalW 

dengan boostrap 1000 kali, terhadap susunan basa nukleotida utamanya sekuen 

sampel Myxobolus koi  bertujuan untuk membandingkan hubungan kekerabatan 

antara sampel dengan isolat pembanding. Isolat Myxobolus koi dari GenBank dapat 

digunakan sebagai acuan atau referensi untuk analisa terkait dengan data genomic 

dari suatu isolat yang ada sehingga dapat diperkirakan kecepatan evolusi yang 

terjadi dan dapat direkonstruksi hubungan evolusi antara satu organisme dengan 

yang lain. Hasil analisa philogenetik dapat dilihat pada Gambar 21 berikut ini. 

 

Gambar 21. Pohon philogenetik sampel Myxobolus koi dibandingkan dengan isolate 

yang lain 

 Metode neighbor joining dengan software Mega 6.06 (Tamura et al., 2013) 

digunakan untuk membandingkan isolate parasit Myxobolus koi dari benih ikan koi 

(Cyprinus carpio) dengan 6 isolat pembanding (Tabel 5). Jarak genetik sampel 

Myxobolus koi dapat dilihat pada Tabel 6, Nilai jarak genetik ke 7 jenis Myxobolus 

berkisar antara 0,273 hingga 1,416. Nilai jarak tertinggi (1,416) terdapat pada  

Myxobolus kingchowensis kode sampel MH.521300, sedangkan terdekat (0,273) 

 FJ710800.1 Myxobolus koi

 LC228235.1 Myxobolus tanakai

 LC228236.1 Myxobolus tanakai

 FJ841887.1 Myxobolus koi

 KT240127.1 Myxobolus koi

 Myxobolus Koi Blitar

 MH521300.1 Myxobolus kingchowensis

98

99

36

44

0.1
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pada sampel Myxobolus koi pada ikan koi (Cyprinus carpio) kode sampel 

FJ841887.1 dan Myxobolus koi pada ikan rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) 

kode sampel KT240127.1.  

Tabel 6. Jarak genetik sampel Myxobolus koi  

  
1 2 3 4 5 6 

1 Myxobolus Koi Blitar 
      2 FJ710800.1 Myxobolus koi 0.302 

     3 FJ841887.1 Myxobolus koi 0.273 0.024 
    4 KT240127.1 Myxobolus koi 0.273 0.024 0.000 

   5 LC228235.1 Myxobolus tanakai 0.291 0.018 0.012 0.012 
  6 LC228236.1 Myxobolus tanakai 0.291 0.022 0.013 0.013 0.007 

 7 MH521300.1 Myxobolus kingchowensis 1.416 1.335 1.340 1.340 1.323 1.319 

 

 

5.6. Respon Molekuler 

 Respon molekuler diuji dengan metode PCR konvensional pada parameter 

TNFα, IL-1β dan IL-6 di insang dan usus Ikan Koi (Cyprinus carpio). Sampel yang 

diuji adalah organ dengan persentase intensitas yang tertinggi dan terendah dari 

hasil pcr semiquantitatif Kode sampel 2 merupakan sampel positif Myxobolus pada 

usus, kode sampel 3 sampel positif Myxobolus pada insang dan kode sampel 8 

merupakan sampel negative Myxobolus.  

 Sitokin TNFα, IL-1β dan IL-6 adalah sitokin proinflamasi yang meningkat 

ketika terjadi reaksi inflamasi,  disekresi oleh monocytes dan makrofag untuk 

merespon infeksi parasit, bacteri dan virus (Chistiakov et al., 2007 ; Gonzalez et al., 

2007 ; Zhang et al., 2007). Pada Gambar 22 hasil elektroforesis menunjukkan pada 

organ insang dan usus di ikan yang positif dan negative Myxobolus, respon dari 

sitokin menunjukkan TNFα, IL-1β dan IL-6 terekspresi pada masing-masing band, 

TNFα muncul pada 300 bp ; IL-1β = 206 bp dan  IL-6 = 256 bp. Menurut Bird et al., 

2005 dan Bo et al., 2015) sitokin juga ditemukan pada jaringan ikan yang sehat 
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seperti pada jaringan otot, hati, kulit, sirip, jantung, ginjal, limpa, insang, saluran 

pencernaan dan otak, sehingga pada ikan yang negative Myxobolus sitokin TNFα, 

IL-1β dan IL-6 juga terekspresi dalam persentase intensitas yang lebih kecil.  Hasil 

elektroforesis sitokin TNFα, IL-1β dan IL-6 pada organ insang dan usus ikan koi 

(Cyprinus carpio) ditampilkan pada Gambar 22. berikut ini. 

Gambar 22. Hasil elektroforesis sitokin TNFα, IL-1β dan IL-6 pada organ insang dan 

usus ikan koi (Cyprinus carpio) Keterangan : 1 = Insang positif Myxobolus ; 2 = Usus 

positif Myxobolus ; 3 = Insang negative Myxobolus ; 4 = Usus negative Myxobolus ; 

TNFα = 300 bp ; IL-1β = 206 bp ; IL-6 = 256 bp 

  

5.6.1. TNF-α 

 Optimasi suhu dilakukan untuk memperoleh suhu annealing terbaik, dari 4 

gradien suhu diperoleh suhu terbaik sebesar 53,8oC kemudian dilanjutkan tahap 

amplifikasi dan elektroforesis, hasil elektroforesis ekspresi TNF-α muncul pada pita 

di 300 bp (Gambar 22). Hasil perbandingan intensitas (%) semiquantitatif PCR 

sitokin TNF-α pada organ insang dan usus ikan koi ditampilkan pada Gambar 23 

berikut ini. 
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Gambar 23. Perbandingan intensitas (%) semiquantitatif PCR sitokin TNFα pada 

organ insang dan usus ikan koi  

 Hasil uji pcr secara semikuantitatif pada ikan koi menunjukkan terdapat 

perbedaan intensitas (%) antara ikan koi yang terinfeksi dan yang tidak (Gambar 

23). Ikan yang terinfeksi memiliki intensitas TNFα yang lebih tinggi dibandingkan 

dengan ikan sehat, insang pada ikan sehat memilki intensitas TNF-α 26,682 % dan 

pada ikan terinfeksi 27,004 % pada usus ikan sehat memiliki intensitas TNF-α 

29,668 % dan pada usus ikan yang terinfeksi 16,646 %.  

 TNF-α memainkan peran sentral dalam respon inflamasi sitokin penginduksi 

kuat dari beberapa tanda respons jalur inflamasi (Grayifera et al., 2008, Kadowaki et 

al., 2009). Sitokin TNF-α diproduksi oleh beberapa sel diantaranya makrofag, 

monosit, polimorfonuklear leukosit, sel mast dan sel otot polos, sehingga akan 

meningkat ketika terjadi proses inflamasi dan terjadi tanggapan seluler terhadap 

fagositosis, kemotaksis dan produksi oksigen reaktif dan nitrogen (Xiaojing, 2001). 
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5.6.2. IL-1β 

 Optimasi suhu dilakukan untuk memperoleh suhu annealing terbaik, dari 4 

gradien suhu diperoleh suhu terbaik sebesar 51,9ºC kemudian dilanjutkan tahap 

amplifikasi dan elektoforesis, hasil elektroforesis ekspresi TNF-α muncul pada band 

206 bp (Gambar 22). Hasil perbandingan intensitas (%) semiquantitatif PCR sitokin 

IL-1β pada organ insang dan usus ikan koi  ditampilkan pada Gambar 24 berikut ini. 

 

 

  

 

 

 

 

 

Gambar 24. Perbandingan intensitas (%) semiquantitatif PCR sitokin IL-1β pada 
organ insang dan usus ikan koi. 

 

 Hasil uji pcr secara semikuantitatif pada ikan koi menunjukkan terdapat 

perbedaan intensitas (%) antara ikan koi yang terinfeksi dan yang tidak (Gambar 

24). Ikan yang terinfeksi memiliki intensitas IL-1β yang lebih tinggi dibandingkan 

dengan ikan sehat, insang pada ikan sehat memilki intensitas IL-1β 22,629 % dan 

pada ikan terinfeksi 39,147 % pada usus ikan sehat memiliki intensitas IL-1β 14,589 

% dan pada usus ikan yang terinfeksi 23,635 %. Pada ikan sehat intensitas IL-1β 

terekspresi pada organ insang dan usus Menurut Bo et al., (2015).   IL-1β 
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terekspresi pada berbagai tingkat di jaringan ikan yang sehat, termasuk otot, hati, 

usus, kulit, sirip, jantung, otak, ginjal insang, dan limpa. 

 IL-1β memiliki fungsi fisiologis yang beragam dan perannya dalam mengatur 

proses inflamasi pada ikan sehingga pada organ yang terinfeksi akan memiliki 

intensitas yang lebih tinggi dibandingkan ikan sehat. IL-1β merupakan sitokin yang 

bersifat pro inflamasi sehingga intensitas akan meningkat ketika terdapat proses 

inflamasi  (Zou et al., 2016). IL-1β sitokin yang diproduksi dan disekresikan oleh 

berbagai jenis sel namun kebanyakan diproduksi dalam sel sistem kekebalan tubuh 

bawaan (innate), seperti monosit dan makrofag sehingga penting pada proses 

respon imun inang terhadap infeksi dan cedera (Faliek et al., 2008 ; Castejon,G.L 

dan David Brough, 2011). Sitokin IL-1β telah digambarkan sebagai salah satu 

mediator yang paling penting dan paling cepat pada proses inflamasi di ikan mas  

(Tanekhy et al., 2009). 

5.6.3. IL-6 

 Optimasi suhu dilakukan untuk memperoleh suhu annealing terbaik, dari 4 

gradien suhu diperoleh suhu terbaik sebesar 52,7ºC kemudian dilanjutkan tahap 

amplifikasi, hasil elektroforesis ekspresi IL-6 muncul pada band 256 bp (Gambar 

22). Hasil perbandingan intensitas (%) semiquantitatif PCR sitokin IL-6 pada organ 

insang dan usus ikan koi  ditampilkan pada Gambar 24 berikut ini. 

 Hasil uji pcr secara semikuantitatif pada ikan koi menunjukkan terdapat 

perbedaan intensitas (%) antara ikan koi yang terinfeksi dan yang tidak (Gambar 

25). Ikan yang terinfeksi memiliki intensitas IL-6 yang lebih tinggi dibandingkan 

dengan ikan sehat, insang pada ikan sehat memilki intensitas IL-6 22,712 % dan 
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pada ikan terinfeksi 27,201 %, pada usus ikan sehat intensitas IL-6  tidak terekspresi 

dan usus ikan yang terinfeksi 50.086%.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 25. Perbandingan intensitas (%) semiquantitativ PCR sitokin IL-6 pada 
organ insang dan usus ikan koi. 

  

 Menurut Iliev et al., (2007) IL-6 memiliki banyak fungsi antara lain kontrol 

produksi imunoglobulin, diferensiasi limfosit dan monosit, sekresi kemokin dan 

migrasi leukosit menuju tempat inflamasi, sehingga akan memiliki persentase 

intensitas yang lebih tinggi dibandingkan ikan yang terinfeksi. Sedangkan di ikan 

sehat IL-6 juga terekspresi karena IL-6 juga terdeteksi di limpa, insang, saluran 

pencernaan dan otak pada ikan yang sehat (Bird et al., 2005). 

5.7. Analisa Nukleutida Sitokin 

5.7.1. TNF-α 

 Mengacu pada hasil sekuensing setelah dilakukan BLAST kemudian 

dibandingkan hasil runutan nukleotida gen TNF-α yang disesuaikan dengan 

database atau library yang tersimpan dalam genbank NCBI  diperoleh hasil untuk 
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isolat TNF-α insang koi identik dengan urutan nukleotida dari GenBank untuk genom 

KJ923252.1 (isolat dari China). Dengan percent identity 75% dan e-value 0,16 

dengan ikan Crucian Carp (Carrasius carrasius) dapat dilihat pada Tabel 7,  

sedangkan pada organ usus ikan koi identik dengan genom  JX181982.1 (Isolat dari 

China) dan AJ311800.2 (Isolat dari Eropa). Dengan percent identity 85,19% dan e 

value 4e-04 dengan ikan Common Carp (Cyprinus carpio) dapat dilihat padaTabel 8. 

Tabel 7. Percent Identity (%) sitokin TNF-α pada insang Ikan Koi (Cyprinus carpio) 
dibandingkan dengan Gen Bank 

 

No Kode Gen 
Bank 

Organisme Sitokin E- 
value 

Percent 
Identity (%) 

Sumber 

1 KJ923252.1 Crucian carp 
(Carassius 
carassius) 

TNF-α1 0,16 75 Athanas,R. 
and Xue,L, 
2014 

 

Tabel 8. Percent Identity (%) sitokin TNF-α pada usus Ikan Koi (Cyprinus carpio) 
dibandingkan dengan Gen Bank 

No Kode Gen 
Bank 

Organisme Sitokin E- 
value 

Percent 
Identity (%) 

Sumber 

1 KJ923252.1 Crucian carp 
(Carassius 
carassius) 

TNF-α1 5e-60 79,15 Athanas,R. 
dan Xue,L, 
2014 

2 KJ923253.1 Crucian carp 
(Carassius 
carassius) 

TNF-α2 1e-41 75,71 Athanas,R. 
dan Xue,L, 
2014 

3 JX181982.1 common carp 
Cyprinus 
carpio 

TNF-α4 4e-04 85,19 Zhao et al., 
2012 

4 AJ311800.2 Cyprinus 
carpio 

TNF-α 4e-04 85,19 Saeij et al., 
2003 

 

 TNF-α adalah salah satu sitokin yang diproduksi utama dengan aktifasi 

makrofag, selain itu Natural killer cells, neutrophils, mast cells, eosinophils, neurons   
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Gambar 26. Hasil Blast dan Alligment TNf-α insang ikan koi dengan data Gen Bank  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 27. Hasil Blast dan Alligment TNf-α usus ikan koi dengan data Gen Bank  

 

dan CD4+ lymphocytes (Patel, H dan V. H. Patel, 2015). Sitokin ini secara kritis 

merangsang sel survival, apoptosis dan nekrosis, berkontribusi pada proses 

fisiologis dan patologis yang bersifat proinflamasi dan antiinflmasi. Sel utama yang 
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memproduksi TNF-α adalah monosit dan makrofag dengan produksi tambahan dari 

limposit B dan T, sel Natural Killer, polimorphonuclear leukosit, eosinophil untuk 

merespon racun dari bakteri dan stimulus invasive lainnya (Ma, 2001).  

 Sitokin proinflamasi yang dilepaskan oleh beberapa sel imun selama infeksi 

dan kerusaan jaringan pada beberapa tingkat inflamasi dan pada kondisi yang berat. 

TNF-α memiliki 2 bentuk yaitu terikat dalam membran dan dalam bentuk larutan 

sesuai dengan kondisi fisiologi yang berbeda (Roca et al., 2008).  Respon imun 

untuk melawan parasit awalnya dirangsang oleh tipe respon imun Th1 dan Th2, hasil 

penggabungan keduanya (TH1 dan Th2) akan tergantung oleh sel CD4+ dan sel T. 

yang merupakan pembentukan lingkungan sitokin ketika adanya infeksi parasit  

sehingga akan menekan respon inflamasi untuk mengeliminasi infeksi parasit. 

PAMPs yang berasal dari parasit akan merangsang aktifasi dan maturasi sel dendrit, 

mengenalkan pembentukan sel imun Th1 dengan hasil yang signifikan pada 

peningkatan sitokin  (Il-12, IFNƔ, Il-1β dan TNF-α). Mekanisme sekresi TNF-α 

ditampilkan  pada Gambar 28 berikut ini. 
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Gambar 28. Mekanisme sekresi TNFα (Carillo et al., 2018) 

5.7.2. IL-1β 

 Berdasarkan hasil sekuensing setelah dilakukan BLAST kemudian 

dibandingkan hasil runutan nukleotida gen IL-1β yang disesuaikan dengan database 

atau library yang tersimpan dalam genbank NCBI  diperoleh hasil untuk isolat IL-1β 

insang koi identik dengan urutan nukleotida dari GenBank untuk genom AJ245635.1, 

XM_019080073.1, AB010701.1 dan KC008576.1 dapat dilihat pada Tabel 9. 

sedangkan pada organ usus identik dengan genom  AJ245635.1, AJ419849.1, 

KC008576.1 dan  AJ419848.1 dapat dilihat pada Tabel 10. 
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Tabel 9. Percent Identity (%) sitokin IL-1β pada insang Ikan Koi (Cyprinus carpio) 
dibandingkan dengan Gen Bank 

 

No Kode Gen 
Bank 

Organisme Sitokin E- 
value 

Percent 
Identity (%) 

Sumber 

1 AJ245635.1 Cyprinus 
carpio 

IL-1β 1e-73 92,72 Engelsma 
et al., 2001 

2 XM_0190800
73.1 

Cyprinus 
carpio 

IL-1β 2e-31 95,70 Ncbi 

3 KC008576.1 Cyprinus 
carpio 

IL-1β 2e-31 95,70 Feng et al., 
2012 

4 AB010701.1 
 

Cyprinus 
carpio 

IL-1β 2e-31 95,70 Fujiki et al., 
2000 

 
Tabel 10. Percent Identity (%) sitokin IL-1β pada usus Ikan Koi (Cyprinus carpio) 
dibandingkan dengan Gen Bank 

 

No Kode Gen 
Bank 

Organisme Sitokin E- 
value 

Percent 
Identity (%) 

Sumber 

1 AJ245635.1 Cyprinus 
carpio 

IL-1β 2e-55 83,98 Engelsma 
et al., 2001 

2 AJ419849.1 Carassius 
auratus 

IL-1β2 1e-44 80,10 Wang et al., 
2001 

3 AJ419848.1 Carassius 
auratus 

IL-1β 5e-19 75,17 Wang et al., 
2001 

4 KC008576.1 Cyprinus 
carpio 

IL-1β 2e-18 83,87 Feng et al., 
2012 

 

 IL-1β merupakan sitokin yang bersifat proinflamasi yang penting pada system 

respon pertahanan  inang pada infeksi dan luka, IL-1β diproduksi tingkat tipe sel 

yang luas setelah aktivasi pattern recognition receptors (PRRs) inang oleh  pathogen 

associated molecular patterns (PAMPs) atau danger associated molecular patterns 

(DAMPs). IL-1β di sintesis sebagai signal peptide awal yang diperlukan pada proses 

pelepasan protein aktif, signal ini terbagi menjadi intracellular or extracellular 

(Chuang et al., 2011 ; Weber et al., 2010 ; Secombes et al., 2011 ; Zou, J dan 

Secombes C J., 2016). 
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Gambar 29. Hasil Blast dan Alligment IL-1β insang ikan koi dengan data Gen Bank   
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Gambar 30. Hasil Blast dan Alligment IL-1β usus ikan koi dengan data Gen Bank   
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 IL-1β dirilis sebagai respons terhadap PAMPs dan DAMPs yang dapat 

mengaktifkan variasi, yang dibentuk karena peradangan. mekanisme sekresi dapat 

dipengaruhi oleh tipe dan kekuatan stimulus dari inflamasi. beberapa rangsangan 

yang paling dikenal dan paling banyak digunakan yang mensekresi IL-1β. ATP 

ekstraseluler yang bertindak melalui P2X7 reseptor menginduksi rilis tergantung-

caspase-1 dari IL-1β dan tergantung pada pembentukan inflammasom NLRP3,  

Inflammasom adalah platform pensinyalan kunci yang mendeteksi mikroorganisme 

patogen dan steril stressor, dan yang mengaktifkan sitokin pro-inflamasi yaitu IL-1β ( 

NLRP3 adalah reseptor pengenalan pola (PRR) famili NOD). Pada kondisi 

homestatis, reseptor berada dalam bentuk tidak aktif karena terikat dengan HSP90 

dan SGT1, Inflamasome NLRP3 mampu memecah IL-1beta inaktif menjadi bentuk 

aktifnya. Sehingga produk utama dari inflamasome NLRP3 adalah IL-1β aktif. 

(Castejon,G.L and David Brough. 2011 ; Latz et al., 2013). 

 Menurut Castejon,G.L dan  David Brough (2011) terdapat 3 kategori 

mekanisme sekresi IL-1 β (Gambar 31) yaitu pengalihan untuk penyelamatan 

(redirect rescue), pelepasan untuk perlindungan (protected released) dan pelepasan 

terminal (terminal release)  
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Gambar 31. Mekanisme sekresi IL-1β 

 

5.7.3. IL-6 

 

 Berdasarkan hasil sekuensing setelah dilakukan BLAST kemudian 

dibandingkan hasil runutan nukleotida gen IL-6 yang disesuaikan dengan database 

atau library yang tersimpan dalam genbank NCBI  diperoleh hasil untuk isolat IL-6 

insang koi identik dengan urutan nukleotida dari GenBank untuk genom KJ923252.1 

(isolat dari China) Tabel 11. sedangkan pada organ usus identik dengan genom  

JX181982.1 (Isolat dari China) dan AJ311800.2(Isolat dari Eropa) Tabel 12.  
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Tabel 11. Percent Identity (%) sitokin IL-6 pada insang Ikan Koi (Cyprinus carpio) 
dibandingkan dengan Gen Bank 

No Kode Gen 
Bank 

Organisme Sitokin E- 
value 

Percent 
Identity (%) 

Sumber 

1 AY102633.1 Cyprinus 
carpio 

IL-6 5e-90 89,58 Fujiki et al., 
2003 

2 LN590684.1 
 

Cyprinus 
carpio 

- 3e-55 84,36 Tang, 2014 

 

Tabel 12. Percent Identity (%) sitokin IL-6 pada usus Ikan Koi (Cyprinus carpio) 
dibandingkan dengan Gen Bank 
 

No Kode Gen 
Bank 

Organisme Sitokin E- 
value 

Percent 
Identity (%) 

Sumber 

1 AY102633.1 Cyprinus 
carpio 

IL-6 1e-85 87,64 Fujiki et al., 
2003 

 

 IL-6 berfungsi sebagai mediator untuk memberi tanda terjadinya beberapa 

kondisi yang muncul, IL-6 dihasilkan dalam lesi infeksi dan mengirimkan sinyal 

peringatan ke seluruh tubuh. Tanda patogen eksogen, yang dikenal sebagai 

Pathogen -Associated Molecular Patterns (PAMPs) akan dikenal dengan lesi yang 

terinfeksi oleh Pathogen-Recognition Receptors (PRRs) sebagai sel imun monosit 

dan makrofag. PRRs ini meliputi  Toll-like receptors (TLRs), retinoic acid-inducible 

gen-1-like reseptor, reseptor like-domain oligomerisasi yang berfungsi mengikat 

nukleotida, dan reseptor DNA. Mereka merangsang berbagai jalur pensinyalan 

termasuk NF-kB, dan meningkatkan transkripsi mRNA sitokin inflamasi seperti IL-6, 

tumor necrosis factor TNF- α, dan IL-1β. TNF- α, dan IL-1β juga mengaktifkan faktor 

transkripsi untuk menghasilkan IL-6.  

 Selain itu IL-6 juga mengeluarkan sinyal peringatan jika terjadi kerusakan 

jaringan,  Damage-associated molecular patterns (DAMPs) yang dilepaskan dari sel 

yang rusak atau sekarat dalam peradangan non infeksi seperti luka bakar atau 
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trauma, secara langsung atau tidak langsung meningkatkan peradangan(Tanaka, T 

dan Tadamitsu Kishimoto, 2014 ; Tanaka et al., 2014). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 32. Hasil Blast dan Alligment IL-6 insang ikan koi dengan data Gen Bank   
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Gambar 33. Hasil Blast dan Alligment IL-6 usus ikan koi dengan data Gen Bank 

 
 Peradangan terdiri dari aliran yang diatur ketat oleh molekul pensinyalan 

imun yang disebut sitokin. Langkah pertama dari aliran jalur inflamasi melibatkan 

identifikasi kerusakan akibat infeksi (Gambar 34) yang diperoleh dengan mendeteksi 

pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) yang diarahkan pada motif umum 

molekul yang diekspresikan oleh patogen yang penting untuk kelangsungan hidup. 

Damage-associated molecular patterns (DAMPs)  dikenali oleh sistem imun bawaan, 

adalah molekul endogen. Trans membran Toll-like reseptor (TLRs), domain pengikat 

nukleotida intraseluler dan reseptor yang mengandung leusin-berulang (reseptor 

NOD-like atau NLRs) adalah reseptor yang disandikan dengan garis kuman yang 

mengenali sinyal kerusakan. Tahap ketiga dari aliran ini adalah transkripsi dan 

terjemahan gen yang menginduksi ekspresi sitokin proinflamasi seperti interleukin-1-

beta (IL-1β), IL-6, tumor necrosis factor-alpha (TNF-α) (Tanaka et al., 2014). 
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Gambar 34. Mekanisme ekspresi IL-6 



6. KESIMPULAN dan SARAN 

 

6.1. KESIMPULAN 

Kesimpulan yang dapat diambil dari penelitian ini adalah : 

1. Hasil elektroforesis pada ikan yang secara klinis terinfeksi Myxobolus koi 

menunjukkan pita (band)  muncul di 2000 bp, namun pada ikan yang secara 

klinis terindikasi sehat band tetap muncul meskipun tidak terlalu jelas (positif 

ringan).  

2. Hasil sequensing DNA parasit Myxobolus koi yang menginfeksi  ikan koi 

(Cyprinus carpio) di Blitar memiliki kemiripan (percent identity) dari data Gen 

Bank dengan beberapa organisme. Kemiripan  atau tingkat homologi dari sampel 

antara 95,99 – 99,37% dengan E-value 0.0, kemiripan tertinggi terjadi Myxobolus 

koi yang menginfeksi ikan  Rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) di Barat Daya 

China 

3. Hasil elektroforesis menunjukkan pada organ insang dan usus di ikan yang 

positif dan negative Myxobolus koi, respon dari sitokin menunjukkan TNFα, IL-1β 

dan IL-6 terekspresi pada masing-masing band, TNFα muncul pada 300 bp ; IL-

1β = 206 bp dan  IL-6 = 256 bp. Sitokin juga ditemukan pada jaringan ikan yang 

sehat seperti pada jaringan otot, hati, kulit, sirip, jantung, ginjal, limpa, insang, 

saluran pencernaan dan otak, sehingga pada ikan yang negative Myxobolus 

sitokin TNFα, IL-1β dan IL-6 juga terekspresi dalam persentase intensitas yang 

lebih kecil.   
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4. Ikan yang terinfeksi memiliki intensitas TNFα yang lebih tinggi dibandingkan 

dengan ikan sehat, insang pada ikan sehat memilki intensitas TNF-α 26,682 % 

dan pada ikan terinfeksi 27,004 % pada usus ikan sehat memiliki intensitas TNF-

α 29,668 % dan pada usus ikan yang terinfeksi 16,646 %, insang pada ikan 

sehat memilki intensitas IL-1β 22,629 % dan pada ikan terinfeksi 39,147 % pada 

usus ikan sehat memiliki intensitas IL-1β 14,589 % dan pada usus ikan yang 

terinfeksi 23,635 % sedangkan  IL-6 insang pada ikan sehat memilki intensitas 

22,712 % dan pada ikan terinfeksi 27,201 %, pada usus ikan sehat intensitas IL-

6  tidak terekspresi dan usus ikan yang terinfeksi 50.086%.   

6.2. SARAN  

 Berdasarkan hasil penelitian untuk mendapatkan hasil quantitatif perlu 

adanya pegujian sitokin pro inflamasi TNFα, IL-1β dan IL-6 dengan menggunakan 

metode Real Time PCR. 
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Lampiran 1. Peta Lokasi Pengambilan Sampel 

 



Lampiran 2. Hasil BLAST sequen Myxobolus koi dengan data GEN Bank 

 

             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  

                      10         20         30         40         50              

M. Blitar    GAGACTGCGG ACGGCTCAGT ATATCAGTGA TTATTGTTTG ATTGTCTTAC  

FJ710800.1   GAGACTGCGG ACGGCTCAGT ATATCAGTGA TTATTGTTTG ATTGTCTTAC  

FJ841887.1   GAGACTGCGG ACGGCTCAGT ATATCAGTGA TTATTGTTTG ATTGTCTTAC  

KT240127.1   GAGACTGCGG ACGGCTCAGT ATATCAGTGA TTATTGTTTG ATTGTCTTAC  

LC228235.1   GAGACTGCGG ACGGCTCAGT ATATCAGTGA TTATTGTTTG ATTGTCTTAC  

LC228236.1   GAGACTGCGG ACGGCTCAGT ATATCAGTGA TTATTGTTTG ATTGTCTTAC  

MH521300.1   GAGACTGCGG AAGGCTCAGT ATATCAGTGA TTATTGTTTG ATTGTCTAAC  

 

 

             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  

                      60         70         80         90        100             

M. Blitar    CCATTGGATA ACCGTGGGAA ATCTAGAGCT AATACATGCA GTTTATTGGC  

FJ710800.1   CCATTGGATA ACCGTGGGAA ATCTAGAGCT AATACATGCA GTTTATTGGC  

FJ841887.1   CCATTGGATA ACCGTGGGAA ATCTAGAGCT AATACATGCA GTTTATTGGC  

KT240127.1   CCATTGGATA ACCGTGGGAA ATCTAGAGCT AATACATGCA GTTTATTGGC  

LC228235.1   CCATTGGATA ACCGTGGGAA ATCTAGAGCT AATACATGCA GTTTATTGGC  

LC228236.1   CCATTGGATA ACCGTGGGAA ATCTAGAGCT AATACATGCA GTTTATTGGC  

MH521300.1   CTATTGGATA ACCGTGGGAA ATCTAGAGCT AATACATGCA GCCAATGGTC  

 

 

             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  

                     110        120        130        140        150         

M. Blitar    GTAGTCGCAA GGTTGCGTCA AAGCATTTAT TAGACTTAAC CATCTACTAT  

FJ710800.1   GTGGCCGCAA GGTTGCGTCA AAGCATTTAT TAGACTTAAC CATCTACTAT  

FJ841887.1   GTAGTCGCAA GGTTGCGTCA AAGCATTTAT TAGACTTAAC CATCTACTAT  

KT240127.1   GTAGTCGCAA GGTTGCGTCA AAGCATTTAT TAGACTTAAC CATCTACTAT  

LC228235.1   GTTGCCGCAA GGTTGCGTCA AAGCATTTAT TAGACTTAAC CATCTACTAT  

LC228236.1   GTTATCGCAA GGTGGCGTCA AAGCATTTAT TAGACTTAAC CATCTACTAT  

MH521300.1   GGGCTTGCTC GG------CC AAGCATTTAT TAGTTTTAAC CAATTACTGC  

 

 

             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  

                     160        170        180        190        200         

M. Blitar    ATGTAAAGGC GAATCTAGAT AACTTTGCTG ATCGCTAGTG CCGACGACGT  

FJ710800.1   ACGCAAAGGC GAATCTAGAT AACTTTGCTG ATCGCTCGTG CCGACGACGT  

FJ841887.1   ATGTAAAGGC GAATCTAGAT AACTTTGCTG ATCGCTAGTG CCGACGACGT  

KT240127.1   ATGTAAAGGC GAATCTAGAT AACTTTGCTG ATCGCTAGTG CCGACGACGT  

LC228235.1   ATGTAAAGGC GAATCTAGAT AACTTTGCTG ATCGCTAGTG CCGACGACGT  

LC228236.1   ATGTAAAGGC GAATCTAGAT AACTTTGCTG ATCGCTAGTG CCGACGACGT  

MH521300.1   GCAAGAAGGT GAATCTAGAT AACTTTGCTG ATCGTTAGTG TGCCAGCGAC  

 

 

             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  

                     210        220        230        240        250         

M. Blitar    TTCAATTGAG TTTCTGCCCT ATCAATTTGT TGGTAAGGTA TTGGCTTACC  

FJ710800.1   TTCAATTGAG TTTCTGCCCT ATCAATTTGT TGGTAAGGTA TTGGCTTACC  

FJ841887.1   TTCAATTGAG TTTCTGCCCT ATCAATTTGT TGGTAAGGTA TTGGCTTACC  

KT240127.1   TTCAATTGAG TTTCTGCCCT ATCAATTTGT TGGTAAGGTA TTGGCTTACC  
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LC228235.1   TTCAATTGAG TTTCTGCCCT ATCAATTTGT TGGTAAGGTA TTGGCTTACC  

LC228236.1   TTCAATTGAG TTTCTGCCCT ATCAATTTGT TGGTAAGGTA TTGGCTTACC  

MH521300.1   GTTTCAATTG AGTTTCTGCC CTATCAATTG GTTGGTAAGG TTTTGGCTTA  

 

 

             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  

                     260        270        280        290        300         

M. Blitar    AAGGTTGCAA CGGGTAACGG GGAATCAGGG TTCGATTCCG GAGAGGGAGC  

FJ710800.1   AAGGTTGCAA CGGGTAACGG GGAATCAGGG TTCGATTCCG GAGAGGGAGC  

FJ841887.1   AAGGTTGCAA CGGGTAACGG GGAATCAGGG TTCGATTCCG GAGAGGGAGC  

KT240127.1   AAGGTTGCAA CGGGTAACGG GGAATCAGGG TTCGATTCCG GAGAGGGAGC  

LC228235.1   AAGGTTGCAA CGGGTAACGG GGAATCAGGG TTCGATTCCG GAGAGGGAGC  

LC228236.1   AAGGTTGCAA CGGGTAACGG GGAATCAGGG TTCGATTCCG GAGAGGGAGC  

MH521300.1   CCAAGGTTGA CACGGGTAAC GGGAAATCAG GGTTCGATTC CGGAGAGGGA  

 

 

             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  

                     310        320        330        340        350         

M. Blitar    CTGAGAAACG GCTACCACAT CCAAGGAAGG CAGCAGGCGC GCAAATTACC  

FJ710800.1   CTGAGAAACG GCTACCACAT CCAAGGAAGG CAGCAGGCGC GCAAATTACC  

FJ841887.1   CTGAGAAACG GCTACCACAT CCAAGGAAGG CAGCAGGCGC GCAAATTACC  

KT240127.1   CTGAGAAACG GCTACCACAT CCAAGGAAGG CAGCAGGCGC GCAAATTACC  

LC228235.1   CTGAGAAACG GCTACCACAT CCAAGGAAGG CAGCAGGCGC GCAAATTACC  

LC228236.1   CTGAGAAACG GCTACCACAT CCAAGGAAGG CAGCAGGCGC GCAAATTACC  

MH521300.1   GCTTGAGAAT CGGACCACCA CATCCGAAGA AGGCAGCAGG CGCGCAAATT  

 

 

             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  

                     360        370        380        390        400         

M. Blitar    CAATCTAGAC AGTAGGAGGT GGTGAAGAGA AGTACTTAGT GGTGGCCAAA  

FJ710800.1   CAATCTAGAC AGTAGGAGGT GGTGAAGAGA AGTACTTAGT GGTGGCCTAA  

FJ841887.1   CAATCTAGAC AGTAGGAGGT GGTGAAGAGA AGTACTTAGT GGTGGCCAAA  

KT240127.1   CAATCTAGAC AGTAGGAGGT GGTGAAGAGA AGTACTTAGT GGTGGCCAAA  

LC228235.1   CAATCTAGAC AGTAGGAGGT GGTGAAGAGA AGTACTTAGT GGTGGCCTAA  

LC228236.1   CAATCTAGAC AGTAGGAGGT GGTGAAGAGA AGTACTTAGT GGTGGCCTAA  

MH521300.1   AAATCAATCT AGACAGTAGG AGGTGGTGAA GAGAAGTACT AAGTGGTTTA  

 

 

             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  

                     410        420        430        440        450         

M. Blitar    TGGTCCCAAC TAGGAATGAA CGTAATTTAA GCAATTCGAT GAGTAACTAC  

FJ710800.1   TGGTCCCAAC TAGGAATGAA CGTAATTTAA GCAATTCGAT GAGTAACTAC  

FJ841887.1   TGGTCCCAAC TAGGAATGAA CGTAATTTAA GCAATTCGAT GAGTAACTAC  

KT240127.1   TGGTCCCAAC TAGGAATGAA CGTAATTTAA GCAATTCGAT GAGTAACTAC  

LC228235.1   TGGTCCCAAC TAGGAATGAA CGTAATTTAA GCAATTCGAT GAGTAACTAC  

LC228236.1   TGGTCCCAAC TAGGAATGAA CGTAATTTAA GCAATTCGAT GAGTAACTAC  

MH521300.1   TTTTTACCCC TAGCTTGGAA TGGACGTAAT TTAAGCAATT CGATGAGTAT  

 

 

             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  

                     460        470        480        490        500         

M. Blitar    TGGAGGGCAA GTCCTGGTGC CAGCAGCCGC GGTAATTCCA GCTCCAGTGG  

FJ710800.1   TGGAGGGCAA GTCCTGGTGC CAGCAGCCGC GGTAATTCCA GCTCCAGTGG  

FJ841887.1   TGGAGGGCAA GTCCTGGTGC CAGCAGCCGC GGTAATTCCA GCTCCAGTGG  
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KT240127.1   TGGAGGGCAA GTCCTGGTGC CAGCAGCCGC GGTAATTCCA GCTCCAGTGG  

LC228235.1   TGGAGGGCAA GTCCTGGTGC CAGCAGCCGC GGTAATTCCA GCTCCAGTGG  

LC228236.1   TGGAGGGCAA GTCCTGGTGC CAGCAGCCGC GGTAATTCCA GCTCCAGTGG  

MH521300.1   CTACTGGAGG GCAAGTCCTG GTGCCAGCCC GGGGGTTAAT TCCAGCTCCA  

 

 

             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  

                     510        520        530        540        550         

M. Blitar    CGTGATTTAA AGTTGCTGCG TTTAAAACGC TCGTAGTTGG ATCACGCATT  

FJ710800.1   CGTGATTTAA AGTTGCTGCG TTTAAAACGC TCGTAGTTGG ATCACGCAGT  

FJ841887.1   CGTGATTTAA AGTTGCTGCG TTTAAAACGC TCGTAGTTGG ATCACGCAGT  

KT240127.1   CGTGATTTAA AGTTGCTGCG TTTAAAACGC TCGTAGTTGG ATCACGCAGT  

LC228235.1   CGTGATTTAA AGTTGCTGCG TTTAAAACGC TCGTAGTTGG ATCACGCAGT  

LC228236.1   CGTGATTTAA AGTTGCTGCG TTTAAAACGC TCGTAGTTGG ATCACGCAGT  

MH521300.1   GTGGCGTGAT TTAAAGTTGC TCGTATTAAA ACGCTCGTAG TTGGATCATG  

 

 

             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  

                     560        570        580        590        600         

M. Blitar    GGCATGTAGT AACACAAATT TGGTCGACTG ACGATTTTCT TTCTCAAGAT  

FJ710800.1   GGCATATAGT AACACAGATT TGGTCGAGTG ACGATTTTCT TTTCCGAGAT  

FJ841887.1   GGCATGTAGT AACACAAATT TGGTCGACTG ACGATTTTCT TTCTCAAGAT  

KT240127.1   GGCATGTAGT AACACAAATT TGGTCGACTG ACGATTTTCT TTCTCAAGAT  

LC228235.1   GGCATATAGT AACACAAATT TGGTCGAATG ACGATTTTCT TTCTCGAGAT  

LC228236.1   GGCATATAGT AACACAAATT TGGTCGAATG ACGATTTTCT TTCTCGAGAT  

MH521300.1   CGGTAACTGT TTGTAGTCTA TGGTCGACTG ACTAGCGAAC ATCTTTGGCT  

 

 

             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  

                     610        620        630        640        650         

M. Blitar    TATTGAATCT TGACCGGTTT GTGTGTTAAC GCTATATGTC ACTATTTGCA  

FJ710800.1   TATTGGATCT TGACCTGTCT GTGTGTTCAC GCTATATGTC ACTATTTGCA  

FJ841887.1   TATTGAATCT TGACCGGTTT GTGTGTTAAC GCTATATGTC ACTATTTGCA  

KT240127.1   TATTGAATCT TGACCGGTTT GTGTGTTAAC GCTATATGTC ACTATTTGCA  

LC228235.1   TATTGGATCT TGACCGGTTT GTGTGTTCAC GCTATATGTC ACTATTTGCA  

LC228236.1   TATTGGATCT TGACCGGTTT GTGTGTTCAC GCTATATGTC ACTATTTGCA  

MH521300.1   GATTCAGCTG ATGTTCGCAA GTGTAGATAA CAACGCAAAC TGTTACTATT  

 

 

             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  

                     660        670        680        690        700         

M. Blitar    CACAAGTATG ATATTTGGTC TGTAGTGAAT CGAGTATCGT GTCTTGTGGA  

FJ710800.1   CACAAGTATG ATATTTGGTC TTTAGTGAAT CGAGTATCGT GTCTTGTGGA  

FJ841887.1   CACAAGTATG ATATTTGGTC TTTAGTGAAT CGAGTATCGT GTCTTGTGGA  

KT240127.1   CACAAGTATG ATATTTGGTC TTTAGTGAAT CGAGTATCGT GTCTTGTGGA  

LC228235.1   CACAAGTATG AAATTTGGTC TTTAGTGAAT CGAGTTTCGT GTCTTGTGGA  

LC228236.1   CACAAGTATG AAATTTGGTC TTTAGTGAAT CGAGTTTCGT GTCTTGTGGA  

MH521300.1   TAATCGCAAG TATGTTGATT GACCTTTACT GAGTTGATGA TCATATTGTG  

 

 

             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  

                     710        720        730        740        750         

M. Blitar    GTGTGCCTTG AATAATACAA AGTGCTCCAA GCATGCGCAC GCTTGAATGT  

FJ710800.1   GTGTGCCTTG AATAAAACAG AGTGCTCAAA GCAGGCGAAC GCTTGAATGT  
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FJ841887.1   GTGTGCCTTG AATAAAACAG AGTGCTCAAA GCAGGCGAAC GCTTGAATGT  

KT240127.1   GTGTGCCTTG AATAAAACAG AGTGCTCAAA GCAGGCGAAC GCTTGAATGT  

LC228235.1   GTGTGCCTTG AATAAAACAG AGTGCTCAAA GCAGGCGAAC GCTTGAATGT  

LC228236.1   GTGTGCCTTG AATAAAACAG AGTGCTCAAA GCAGGCGAAC GCTTGAATGT  

MH521300.1   CGGTTCGTGC CTTGAATAAA ACAGAGTGCT CAAAGCAGGC GCGTGCTTGA  

 

 

             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  

                     760        770        780        790        800         

M. Blitar    TATAGCATGG AACGAACAAA CGTGTATTTG CGATATGTTG AGCACTTGAA  

FJ710800.1   TATAGCATGG AACGAACAAA CGTGTATTTG CATACGTTTG AAGAGTTGGG  

FJ841887.1   TATAGCATGG AACGAACAAA CGTGTATTTG CGTATGTTTG AGCAGTTGAG  

KT240127.1   TATAGCATGG AACGAACAAA CGTGTATTTG CGTATGTTTG AGCAGTTGAG  

LC228235.1   TATAGCATGG AACGAACAAA CGTGTATTTG TGTATGTTTG AGCAGTTGAG  

LC228236.1   TATAGCATGG AACGAACAAA CGTGTATTTG CGTACGTTTA GGCAGTTGAG  

MH521300.1   ATGTTGTAGC ATGGAACGAA CAAACGTGTA TTCGCGTGCA TCGTGCGAGG  

 

 

             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  

                     810        820        830        840        850         

M. Blitar    GCGCAACTTG ATTGCTTGAG CGTACGCAGC ACGCGTCCAA ATACGGATGT  

FJ710800.1   GGCAACCTCG ATTTTTTGGA CGTATGCAGC ACCCGCCTAA ATACGGATGT  

FJ841887.1   GGCAACTTTG ATTGCTTGAG CGTACGCAGC ACCCGCCAAA ATACGGATGT  

KT240127.1   GGCAACTTTG ATTGCTTGAG CGTACGCAGC ACCCGCCAAA ATACGGATGT  

LC228235.1   GGCAACTTTG ACTGTTTGAG CGTATGCAGC ACCCGCCTAA ATACGGATGT  

LC228236.1   GGCAACTTTG GCTGTTTGAG CGTACGCAGC ACCCGCCTAA ATACGGATGT  

MH521300.1   TGAGTGTGCT TCGGTGCGTG TTGATGTATG CATCACCCGC CAAAATACGA  

 

 

             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  

                     860        870        880        890        900         

M. Blitar    TGGTTGTCGT ATCAGGTGAT GGATTAACAG AGCAGTTAGG GGCATTGGTA  

FJ710800.1   TGGTTTTCGT ATCAGGTGAT GATTAACAGG AGCGGTTGGG GGCATTGGTA  

FJ841887.1   TGGTTTTCGT ATCAGGTGAT GATTAACAGG AGCGGTTGGG GGCATTGGTA  

KT240127.1   TGGTTTTCGT ATCAGGTGAT GATTAMCAGG AGCGGTTGGG GGCATTGGTA  

LC228235.1   TGGTTTTCGT ATCAGGTGAT GATTAACAGG AGCGGTTGGG GGCATTGGTA  

LC228236.1   TGGTTTTCGT ATCAGGTGAT GATTAACAGG AGCGGTTGGG GGCATTGGTA  

MH521300.1   TTGTTGGTTA GTCAATAAGG TGATGATTAA AAGGAGCGGT TGGGGGCATT  

 

 

             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  

                     910        920        930        940        950         

M. Blitar    TTTGGCCACG AGAGGTGAAA TTCTTGGACC GGCCAAGACT ACAGAAGCAA  

FJ710800.1   TTTGGCCGCG AGAGGTGAAA TTCTTGGACC GGCCAAGGAC TAACAGATAA  

FJ841887.1   TTTGGCCGCG AGAGGTGAAA TTCTTGGACC GGCCAAGGAC TAACAGATAA  

KT240127.1   TTTGGCCGCG AGARGTGAAA TTCTTGGACC GGCCAAGGAC TAACAGATAA  

LC228235.1   TTTGGCCGCG AGAGGTGAAA TTCTTGGACC GGCCAAGGAC TAACAGATAA  

LC228236.1   TTTGGCCGCG AGAGGTGAAA TTCTTGGACC GGCCAAGGAC TAACAGATAA  

MH521300.1   GGTATTTGGA CGCGAGAGGT GAAATTCAAA GACCGTCCAA GGACTAACTG  

 

 

             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  

                     960        970        980        990        

1000        



98 
 

M. Blitar    AGCGTTGTCA GACCGTTCCA TTATCAGAAC AAAGTGGAGG TCGAAACATC  

FJ710800.1   GGCGTTTGTC TAGACCGTTT CCATTAATCA AGAACGAAAG TGGGAGGTTC  

FJ841887.1   GGCGTTTGTC TAGACCGTTT CCATTAATCA AGAACGAAAG TGGGAGGTTC  

KT240127.1   GGCGTTTGKC TAGACCGTTT CCATTAATCA AGAACGAAAG TGGGAGGTTC  

LC228235.1   GGCGTTTGTC TAGACCGTTT CCATTAATCA AGAACGAAAG TGGGAGGTTC  

LC228236.1   GGCGTTTGTC TAGACCGTTT CCATTAATCA AGAACGAAAG TGGGAGGTTC  

MH521300.1   CGAAGGCATC TGTCCAGACC GTATCCATTA ATCAAGAACG AAAGTGGGAG  

 

 

             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  

                     1010       1020       1030       1040       

1050        

M. Blitar    AATACGTCTA GTCCACAAAA CTTGCGACTG ATCGTTAGGA TACAAGCCAG  

FJ710800.1   GAAGACGATC AGATACCGTC CTAGTTCCCA CTATAAACTA TGCCGACCTG  

FJ841887.1   GAAGACGATC AGATACCGTC CTAGTTCCCA CTATAAACTA TGCCGACCTG  

KT240127.1   GAAGACGATC AGATACCGTC CTAGTTCCCA CTATAAACTA TGCCGACCTG  

LC228235.1   GAAGACGATC AGATACCGTC CTAGTTCCCA CTATAAACTA TGCCGACCTG  

LC228236.1   GAAGACGATC AGATACCGTC CTAGTTCCCA CTATAAACTA TGCCGACCTG  

MH521300.1   GTTCGAAGAC GATTAGATAC CGTCGTAGTC CCAACCGTAA ACTATGCCGA  

 

 

             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  

                     1060       1070       1080       1090       

1100        

M. Blitar    GTGGTCCCTG GAATCAGTTT CGTTCGGGAA GTTGTCCATT CTAACTAAGG  

FJ710800.1   GCAGTTTAGT GATTAACAAG CTCTAGGTTG GTCCCCCTGG GAAACCTCAA  

FJ841887.1   GCAGTTTAGT GATTAACAAG CTCTAGGTTG GTCCCCCTGG GAAACCTCAA  

KT240127.1   GCAGTTTAGT GATTAACAAG CTCTAGGTTG GTCCCCCTGG GAAACCTCAA  

LC228235.1   GCAGTTTAGT GATTAACAAG CTCTAGGTTG GTCCCCCTGG GAAACCTCAA  

LC228236.1   GCAGTTTAGT GATTAACAAG CTCTAGGTTG GTCCCCCTGG GAAACCTCAA  

MH521300.1   CGGATCAGCT TGGGATATTG CAAGCATCAA GTTGGTCTCC AAGGGAAACC  

 

 

             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  

                     1110       1120       1130       1140       

1150        

M. Blitar    ATGACGAGGC CCCCGGGGGA CCGGGTTATT GCCCCCGGGA CTACGGCCGA  

FJ710800.1   GTTTTTCGGT TACGGGGAGA GTATGGTCGC AAGTCTGAAA CTTAAAGGAA  

FJ841887.1   GTTTTTCGGT TACGGGGAGA GTATGGTCGC AAGTCTGAAA CTTAAAGGAA  

KT240127.1   GTTTTTCGGT TACGGGGAGA GTATGGTCGC AAGTCTGAAA CTTAAAGGAA  

LC228235.1   GTTTTTCGGT TACGGGGAGA GTATGGTCGC AAGTCTGAAA CTTAAAGGAA  

LC228236.1   GTTTTTCGGT TACGGGGAGA GTATGGTCGC AAGTCTGAAA CTTAAAGGAA  

MH521300.1   ATAAGTTTTT CGGTTACGGG GAGAGTATGG TCGCAAGTCT GAAATTTAAA  

 

 

             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  

                     1160       1170       1180       1190       

1200        

M. Blitar    TCAAGTAAAA CTAAACTTTT GACGGAGGGG GCGGCGTTAA TTGGGATGTG  

FJ710800.1   TTGACGGAAG GGCACCACCA GGGGTGGAGC CTGCGGCTTA ATTTGACTCA  

FJ841887.1   TTGACGGAAG GGCACCACCA GGGGTGGAGC CTGCGGCTTA ATTTGACTCA  

KT240127.1   TTGACGGAAG GGCACCACCA GGGGTGGAGC CTGCGGCTTA ATTTGACTCA  

LC228235.1   TTGACGGAAG GGCACCACCA GGGGTGGAGC CTGCGGCTTA ATTTGACTCA  

LC228236.1   TTGACGGAAG GGCACCACCA GGGGTGGAGC CTGCGGCTTA ATTTGACTCA  
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MH521300.1   GGAATTGACG GAAGGGCACC ACCAGGGGTG GAACCTGCGG CTTAATTTGA  

 

 

             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  

                     1210       1220       1230       1240       

1250        

M. Blitar    GTATCGTAAA AACCCTTCTT AAAAAAAGAG GTTAGTTCCG GTGAATCCCC  

FJ710800.1   ACACGGGGAA ACTTACCTGG TCCGGACATC GAAAGGATAG ACAGACTGAT  

FJ841887.1   ACACGGGGAA ACTTACCTGG TCCGGACATC GAAAGGATAG ACAGACTGAT  

KT240127.1   ACACGGGGAA ACTTACCTGG TCCGGACATC GAAAGGATAG ACAGACTGAT  

LC228235.1   ACACGGGGAA ACTTACCTGG TCCGGACATC GAAAGGATAG ACAGACTGAT  

LC228236.1   ACACGGGGAA ACTTACCTGG TCCGGACATC GAAAGGATAG ACAGACTGAT  

MH521300.1   CTAACGACGG GGAAACTTAC ATGGTCCAGA CATCGATAGG ATAAACAGAC  

 

 

             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  

                     1260       1270       1280       1290       

1300        

M. Blitar    AAGTGTTTAT TGGGGGGGCC CTTGGTTTCA GAATGCTGTT GGTAGTCCCT  

FJ710800.1   AGATCTTTCT TGATGCGGTG AGTGGTGGTG CATGGCCGTT CTTAGTTCGT  

FJ841887.1   AGATCTTTCT TGATGCGGTG AGTGGTGGTG CATGGCCGTT CTTAGTTCGT  

KT240127.1   AGATCTTTCT TGATGCGGTG AGTGGTGGTG CATGGCCGTT CTTAGTTCGT  

LC228235.1   AGATCTTTCT TGATGCGGTG AGTGGTGGTG CATGGCCGTT CTTAGTTCGT  

LC228236.1   AGATCTTTCT TGATGCGGTG AGTGGTGGTG CATGGCCGTT CTTAGTTCGT  

MH521300.1   TGATAGATCT TTTTTGATGC GGTGAGTGGT GGTGCATGGC CGTTCCTAGT  

 

 

             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  

                     1310       1320       1330       1340       

1350        

M. Blitar    GCAAGAATAA GTCGAATCCT CTTCGATACC AAAAGGTCAT TGGTTTTTTC  

FJ710800.1   GGAGTGATCT GTCAGGTTTA TTCCGGTAAC GAACGAGACC ACCTTCTCCA  

FJ841887.1   GGAGTGATCT GTCAGGTTTA TTCCGGTAAC GAACGAGACC ACCTTCTCCA  

KT240127.1   GGAGTGATCT GTCAGGTTTA TTCCGGTAAC GAACGAGACC ACCTTCTCCA  

LC228235.1   GGAGTGATCT GTCAGGTTTA TTCCGGTAAC GAACGAGACC ACCTTCTCCA  

LC228236.1   GGAGTGATCT GTCAGGTTTA TTCCGGTAAC GAACGAGACC ACCTTCTCCA  

MH521300.1   TCGTGGAGTG ATCTGTCAGG TTGATTCCGG TAACGAACGA GACTACAACC  

 

 

             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  

                     1360       1370       1380       1390      

M. Blitar    ATTTCCATAT TCTTTTACAT GATAGGAAGT AGCGTAGGTT  

FJ710800.1   TTTAAGAAAC AGTAGTAGGA GGCTGGTTGT TGCTTCGGTG  

FJ841887.1   TTTAAGAAAC AGTAGCAGGA GGTTGGATGT TGCTTCGGTG  

KT240127.1   TTTAAGAAAC AGTAGCAGGA GGTTGGATGT TGCTTCGGTG  

LC228235.1   TTTAAGAAAC AGTAGCAGGA GGCTGGTTGT TGCTTCGGTG  

LC228236.1   TTTAAGAAAC AGTAGCAGGA GGCTGGATGT TGCTTCGGTG  

MH521300.1   TTCATTTAAG AGGCAAAAGC AGGAGGGCGA AAGGCATTTC  

 



Lampiran 3. Hasil Sequen Sampel Myxobolus koi 

 

#MEGA 

!Title Myxobolus koi; 

!Format 

   DataType=Nucleotide CodeTable=Standard 

   NSeqs=2 NSites=1363 

   Identical=. Missing=? Indel=-; 

!Domain=Data property=Coding CodonStart=1; 

#3540085_M_PMF    TGG GGA TAA ATT TTT CTT CCT CGA TTG CGC CTT TTA CGC TGA TTC TAG  

#3540086_M_PMR    .-- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- ---  

#3540085_M_PMF    CAT CGA ACA GGC TTT GAC ACC CGT ACA ATG TCC AGT CCC AGA GCA TCA  

#3540086_M_PMR    --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- ---  

#3540085_M_PMF    TGA CAT AAT TCA CTC GGT AGT AGC GAC GGG CGG TGT GTA CAA AGG GCA  

#3540086_M_PMR    --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- ---  

#3540085_M_PMF    GGG ACT AAA TCT GCG CAA TTT AAT AAA TTG CAC ATA CTA GGG ATT CCT  

#3540086_M_PMR    --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- ---  

#3540085_M_PMF    ATT TCA TGA CGA ATT TAC AAT CGT CAA TCC CCA TCA CGA TAA CAA TTA  

#3540086_M_PMR    --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- ---  

#3540085_M_PMF    TAG ATT ACC CAA GTC TTT CGA CCC AGA TAC TTG TTG TTG TTA TCA TTG  

#3540086_M_PMR    --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- ---  

#3540085_M_PMF    TAG CGC GCG TGC AGC CCT GAA CAT CGA AGG GCA TCA CTG ACC TGT TAT  

#3540086_M_PMR    --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- ---  

#3540085_M_PMF    AGC CAC ACT TCC TCA GGC TTT TAT AAA CCT GTT GTC TCT CCA TAA GGC  

#3540086_M_PMR    --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- ---  

#3540085_M_PMF    AGC GTG AAG GTT TTA CCC AAC ACT GCA TAA CAG TAG GGA AAA TCA TCT  

#3540086_M_PMR    --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- ---  

#3540085_M_PMF    CCT TTC ACA GAT GAA ACA CGT TCA GTT GCC CTC CCG CAC TCC ACC TAT  

#3540086_M_PMR    --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- ---  

#3540085_M_PMF    AAA AAA CTC CTA AGT AAA AAG AAA AAA CCA ACC TTG TTC AAG ATT CTG  

#3540086_M_PMR    --. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  
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#3540085_M_PMF    GTA CCA ACT GAA ACC CCA AAA AGG ATC ACC ACT ACC CTA AGA AGT TTA  

#3540086_M_PMR    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  

#3540085_M_PMF    TCA TCC AAG CCC GTA GTA TTC AGG CAC CGG GGC CGC CGT CAA ATC TCC  

#3540086_M_PMR    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  

#3540085_M_PMF    GAA AGT TCG GGA CCA CGC TTG TAT CCT AAG ATC CGT CGC AAG TTT TGG  

#3540086_M_PMR    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  

#3540085_M_PMF    ACT AGG TAT TGA TTT CGA CCC ACT TTG TTC TTA ATG GAA CGG TCT GAC  

#3540086_M_PMR    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  

#3540085_M_PMF    AAC GCT TGC TCT GTA GTC TTG GCC GGT CCA AGA ATT CAC CTC TCG GGC  

#3540086_M_PMR    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  

#3540085_M_PMF    CAA ATA CCA TGC CCC AAC GCT CTG TTA ATC ATC ACC TGA TAC GAA ACC  

#3540086_M_PMR    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  

#3540085_M_PMF    AAC ATC CGT ATT TGG CGG TGC TGC GTA CGC TCA CAA TCA ATC TCA ATG  

#3540086_M_PMR    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  

#3540085_M_PMF    CTC AAT CCA AAC ACG TTT GTT CGT TCC ATG CAA CAT TCA AGC GTC CTG  

#3540086_M_PMR    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  

#3540085_M_PMF    CTT CCT TGT TAT TCA AGG CTC CCA AGA CGA TAC CGT TCT AAA CCA ATC  

#3540086_M_PMR    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  

#3540085_M_PMF    AAC TTG GTG CAA ATG GCA TTC GTT AAC CAA ACC GGT CAA GTC ATT GGA  

#3540086_M_PMR    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  

#3540085_M_PMF    AAA AAA TCT GAC CAA TTT GTT ACA TCC GGT GCA TAG TTT AAA CGA ATT  

#3540086_M_PMR    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  

#3540085_M_PMF    TAA TCG CCT GGG TGG AAT CCG GGC TGG GCC CGT GCC CCA GAT TAC AAT  

#3540086_M_PMR    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  

#3540085_M_PMF    GTT AAT TCT TGG GAT TGC CCA AAT TCT TCC CCC CTA AGT ATT GGC CTG  

#3540086_M_PMR    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  

#3540085_M_PMF    CGC TAG TGT GGT ATC CCT CGG AAA ATC CCC TTA TGA GAG CAA CCT ACA  

#3540086_M_PMR    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  

#3540085_M_PMF    TAG GCA GAA AGA CGC AGT GAT TAT CTC CCA ATT TAT AAT TTA ATC ATT  

#3540086_M_PMR    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  

#3540085_M_PMF    TTA ACC TCA TAA ACT GCA GTA TAC AAT TGT TTC CAT GGA AAC ATC TGT  

#3540086_M_PMR    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  
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#3540085_M_PMF    TCG TCC GCA GTC TCA CGA TAA GAT CGT ATG AAC TTT GGG CAC GTG CAT  

#3540086_M_PMR    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  

#3540085_M_PMF    GGC TAG TTT GGA ATC GTC ? 

#3540086_M_PMR    ... ... ... ... ... ... ? 

 



Lampiran 4. Hasil Sequen Sampel TNF-α 

 

1. TNF-α pada insang Cyprinus carpio 

#MEGA 
!Title tnfalfa; 
!Format 
   DataType=Nucleotide CodeTable=Standard 
   NSeqs=2 NSites=253 
   Identical=. Missing=? Indel=-; 
!Domain=Data property=Coding CodonStart=1; 
#3540089_TI_PTF    GCT GTT GCT GTC TGC TTT GTG CTC TGC AGG TGA ACC CAC ATG CAC GTG  
#3540090_TI_PTR    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  
 
#3540089_TI_PTF    CAT GTC ATT GTA ATA TGC CAT TTC AGG TAC ATT TTG GCT GTG TCT ATG  
#3540090_TI_PTR    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  
 
#3540089_TI_PTF    TTG TTC TTG TTC ATT TAT GAA CAA TCA GAA GCG GAA AGG ACA GAC GTT  
#3540090_TI_PTR    ... ... ... ... ... ..- ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  
 
#3540089_TI_PTF    TCA ATC TCT TTT CTA TCC AAA TAA ATC TAT TAA AAC ACT GAC TCA TGC  
#3540090_TI_PTR    ... ... ... ... ... ..- .G. ... ... ..- ... ... ... ..- -.. ...  
 
#3540089_TI_PTF    TTC CCT TCC ACA GAA GCA CAG TCA CAA AAA TCA ATT CAA AAG TCA CTT  
#3540090_TI_PTR    ... ... --- -.. ..G --- -.. ... ... ... ..- --- --- --- --- ---  
 
#3540089_TI_PTF    CCA AGG ACA AGG A 
#3540090_TI_PTR    --- --- --- --- - 
 

2. TNF-α pada usus Cyprinus carpio 
 

#MEGA 
!Title tnf alfa usus; 
!Format 
   DataType=Nucleotide CodeTable=Standard 
   NSeqs=2 NSites=300 
   Identical=. Missing=? Indel=-; 
 
 
!Domain=Data property=Coding CodonStart=1; 
#3540087_TU_PTF    GCT GTT GCT GTC TGC TTT ATG CTC AAC AAG GTG AAC CGC CAT ACA CAC  
#3540088_TU_PTR    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  
 
#3540087_TU_PTF    CAT GCA TGT CAT TGT AAA TAT GCC ATT TCA GGT ACA TAT TTG TGC ATA  
#3540088_TU_PTR    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  
 
#3540087_TU_PTF    TGT GTA CTT ATT GTT AGT TTC TTG TTC ATT TAG TCT CAG AAC AAT CAG  
#3540088_TU_PTR    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  
 
#3540087_TU_PTF    GAA GGC GGA AAG GTG AGT TCA GAC CCT CAG TTT CAA TCC TCT TTT TTT  
#3540088_TU_PTR    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  
 
#3540087_TU_PTF    CCT TCA CAT CAA TAA ATG ATT TGT GAA ACT AAC ATG TAA TCA TGT CTT  
#3540088_TU_PTR    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  
 
#3540087_TU_PTF    TCC CCT CCG CTG AGC TCA CAT AGA AAA TCT TTC AAA ATC AAA TGT CAC  
#3540088_TU_PTR    -.. ... ... ... ... ... ... ... ... ..- --- --- --- --- --- ---  
 
#3540087_TU_PTF    TTC CAA GGA CAA  
#3540088_TU_PTR    --- --- --- -- 



Lampiran 5. Hasil Sequen Sampel  IL-1β 

 

1. IL-1β pada insang Cyprinus carpio 

#MEGA 
!Title il1beta insang; 
!Format 
   DataType=Nucleotide CodeTable=Standard 
   NSeqs=2 NSites=197 
   Identical=. Missing=? Indel=-; 
 
!Domain=Data property=Coding CodonStart=1; 
#3540093_BI_PBF    TCT GGA GCA ATG CAA TAC AAA GGT AGA TTT TTA AAG CTT TTG CAT CTT  
#3540094_BI_PBR    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  
 
#3540093_BI_PBF    ATG CAT GAC TTC CGA AAT GTC CTT TTG ACG TTC CCC CTA CAC ATT TTA  
#3540094_BI_PBR    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  
 
#3540093_BI_PBF    CGT TTC TTT CAG TTC AAT TCA GTA TGT CAA CAT TCG TGT CGA GTG CAA  
#3540094_BI_PBR    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  
 
#3540093_BI_PBF    CAC AAA AGG AAG CAC AGC CTG GCT GGG AAT TTC CAA CAG CAA CCT CTA  
#3540094_BI_PBR    ... ... ... ... ... ... ... ..- --- --- --- --- --- --- --- ---  
 
#3540093_BI_PBF    CCT AA 
#3540094_BI_PBR    --- -- 
 

2. IL-1β pada usus Cyprinus carpio 

 
#MEGA 
!Title il1beta usus; 
!Format 
   DataType=Nucleotide CodeTable=Standard 
   NSeqs=2 NSites=181 
   Identical=. Missing=? Indel=-; 
 
 
!Domain=Data property=Coding CodonStart=1; 
#3540091_BU_PBF    TCT GGA GCA ATG CAA TAC AAA GGT AGT ACT TTT GCA TCT TAT GCA TGA  
#3540092_BU_PBR    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  
 
#3540091_BU_PBF    CTT CCG AAA TGT CCT TTT GAC GGT TCC CCC TAC ACA TTT TAC GTT TCT  
#3540092_BU_PBR    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  
 
#3540091_BU_PBF    TTC AGT TCA ATT CAG TAT GTC AAC ATT CGT GTC GAG TGC AAC ACA AAA  
#3540092_BU_PBR    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  
 
#3540091_BU_PBF    GAA GCC ACG GGA ATT TCC AAC AGC AAC CTC TAC CTA A 
#3540092_BU_PBR    ... ... ... --- --- --- --- --- --- --- --- --- - 

 

 



Lampiran 6. Hasil Sequen Sampel  IL-6 

 

1. IL-6  pada insang Cyprinus carpio 

#MEGA 
!Title IL6insang; 
!Format 
   DataType=Nucleotide CodeTable=Standard 
   NSeqs=2 NSites=233 
   Identical=. Missing=? Indel=-; 
 
 
!Domain=Data property=Coding CodonStart=1; 
#3540097_GI_PGF    TGA TTG GTA CAA CGA AGA AGA GAT GCT AGC CTA TAT GGT CAC AGT TGC  
#3540098_GI_PGR    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  
 
#3540097_GI_PGF    TTG GGT GGT TTC CAC ATA CAA TGA GGT GAT TCC TTC CAT TTA CAA AAC  
#3540098_GI_PGR    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  
 
#3540097_GI_PGF    TGG GCT GTT TTA AGA GTG GGA GGG AAT ATG TGG AAA CTG TAA ATT TAA  
#3540098_GI_PGR    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  
 
#3540097_GI_PGF    CTC TTT GAC AGT ATA AAC TGT ACA AGA ATA TAC AAT AAT GTG GAA ATG  
#3540098_GI_PGR    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  
 
#3540097_GI_PGF    AGT CTC AGA AAG CCG GTA TGG GTC ATA TAT CGG TCA TGC AA 
#3540098_GI_PGR    ... ... ... ... ..- --- --- --- --- --- --- --- --- -- 

 
2. IL-6  pada usus Cyprinus carpio 

#MEGA 
!Title IL6usus; 
!Format 
   DataType=Nucleotide CodeTable=Standard 
   NSeqs=2 NSites=230 
   Identical=. Missing=? Indel=-; 
 
 
!Domain=Data property=Coding CodonStart=1; 
#3540095_GU_PGF    TGA TTG GTA CAA CGA AGA AGA GAT GCT ACA ATG GTC ACA GTT GCT TGG  
#3540096_GU_PGR    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  
 
#3540095_GU_PGF    GTG GTT TCC ACA TAC AAT GAG GTG ATT CCT TCC ATT TAC AAA ACT GGG  
#3540096_GU_PGR    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  
 
#3540095_GU_PGF    CTG TTT TAA GAG TGG GAG GGA ATA TGT GGG AAC TGT AAA TTT AAC TCT  
#3540096_GU_PGR    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  
 
#3540095_GU_PGF    TTG ACA GTA TAA ACT GTA CAA GAA TAT ACA ATA ATG TGG AAA TGA GTT  
#3540096_GU_PGR    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  
 
#3540095_GU_PGF    CAG AAT CAT TAG GTA TGG GTC ATA TAT CGG TCA TGC AA 
#3540096_GU_PGR    ... ... ..- --- --- --- --- --- --- --- --- --- -- 

 



Lampiran 7. Alat dan Bahan PCR 

 

1. Ekstraksi DNA 

Sentrifus 

Inkubator 

Vortex 

Laruan Silica 

Larutan DEPC H2O 

Larutan GT Buffer 
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Kit Ekstraksi 

2. Amplifikasi 

Thermal cycler 

 

Laminary flow 

Micropippet 

 

Vortex 

 

Master Mix 
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3. Elektroforesis 

Larutan Buffer TAE 1x 

Agarose 

SYBR Safe DNA gel stain 

 

Elektroforesis 

DNA Ladder - Marker 

UV gel documentation system 



Lampiran 8. Alat dan Bahan Histopatologi 

 

Larutan Xilenes 

Automatic Tissue Processor 

Wax Dispenser 

Microtome 

Automatic Tissue Processor 

inkubator 
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Staining Jar 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cassete 

 

 

 

 

 

 


