
TOKSISITAS PROTEIN 89 kDa PRODUK EKSTRASELULER Streptococcus agalactiae
PADA IKAN NILA (Oreochromis niloticus)

Amrullah*)#, Sukenda**), Enang Harris**), Alimuddin**), dan Angela Mariana Lusiastuti***)

*) Politeknik Pertanian Negeri Pangkajene Kepulauan, Jurusan Budidaya Perikanan
**) Departemen Budidaya Perairan, Fakultas Perikanan dan Ilmu Kelautan, Institut Pertanian Bogor

***) Balai Penelitian dan Pengembangan Budidaya Air Tawar, Bogor

(Naskah diterima: 25 September 2014; Revisi final: 15 Juni 2015, Disetujui publikasi: 2 September 2015)

ABSTRAK

Identifikasi protein toksin yang bersifat antigenik dari produk ekstraselular (ECP) crude Streptococcus agalactiae
penting dilakukan untuk pengembangan vaksin protein toksoid. Penelitian ini bertujuan untuk mengevaluasi
toksisitas protein dengan berat molekul 89 kDa dari ECP Streptococcus agalactiae hasil fraksinasi dengan
SDS-PAGE (ECPP89). Ikan nila dengan bobot sekitar 25 g masing-masing diinjeksi secara intraperitonial
dengan protein ECPP89 dosis 1, 2, 4, 8, dan 16 μg/mL/ekor ikan (secara berturut-turut diberi kode ECPP89-1,
ECPP89-2, ECPP89-4, ECPP89-8, dan ECPP89-16). Sebagai kontrol positif ikan diinjeksi dengan bakteri utuh
S. agalactiae 1 x 104 cfu/mL (WCB) dan ECP crude S. agalactiae (ECPC), sementara kontrol negatif ikan
diinjeksi larutan PBS. Ikan dipelihara selama 15 hari dengan kepadatan 10 ekor (70 L air). Hasil penelitian
menunjukkan bahwa ikan nila yang diinjeksi dengan ECPP89 mengalami gejala seperti perubahan morfologi,
perubahan nafsu makan, dan perubahan renang ikan. Mortalitas pada perlakuan ECPP89 secara umum
lebih tinggi dibandingkan dengan ECPC, namun lebih rendah (p<0,05) dibandingkan dengan WCB. Mortalitas
ikan pada perlakuan ECPP89-4, ECPP89-8, dan ECPP89-16 tidak berbeda tetapi secara signifikan lebih
tinggi dibandingkan dengan ECPC dan dua dosis perlakuan ECPP89 lainnya (p<0,05). Ikan kontrol negatif
tidak mengalami kematian maupun perubahan klinis. Hasil ini menunjukkan bahwa ECPP89 merupakan
protein toksin dari ECP S. agalactiae.

KATA KUNCI: toksisitas, nila, Streptococcus agalactiae, produk ekstraselular

ABSTRACT: Toxicity of the 89 kda protein, an extracellular products of Streptococcus agalactiae, on nile tilapia
(Oreochromis niloticus). By: Amrullah, Sukenda, Enang Harris, Alimuddin, and Angela Mariana
Lusiastuti

The identification of antigenic protein toxins which are derived from Streptococcus agalactiae crude extracellular
products (ECP) is very important in the development of the toxin protein vaccine. This study’s purpose was to evaluate
the toxicity of the protein with a molecular weight of 89 kDa from Streptococcus agalactiae ECP, produced through
fractionation using SDS-PAGE (ECPP89). Nile tilapia weighing approximately of 25 g each were injected intraperit-
oneally with ECPP89 protein at doses of 1, 2, 4, 8, and 16 μg/ mL/fish (coded by ECPP89-1, ECPP89-2, ECPP89-4,
ECPP89-8, and ECPP89-16, respectively). The positive control fishes were injected with 1 x 104 cfu/mL S. agalactiae
whole-cell bacteria (WCB) and S. agalactiae crude ECP (ECPC). The negative control fishes were injected with PBS
solution. The fish were kept for 15 days at a density of 10 individuals/70 L water. The results of this study showed that
nile tilapia injected with ECPP89 demonstrated specific signs of S. agalactiae infection such as changes in external
anatomy, loss appetite, and changes in swimming patterns. The mortality in the ECPP89 treatment was generally
higher (p<0.05) than the ECPC treatment, but it was lower than the WCB treatment. Fish mortality in ECPP89-4,
ECPP89-8, and ECPP89-16 treatments were not distinct but it were significantly higher than in ECPC and the other
two dosages of ECPP89 (p<0.05). The negative control fish did not die or demonstrate clinical changes. This suggests
that ECPP89 is a toxin ECP protein of S. agalactiae.
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PENDAHULUAN

Salah satu jenis penyakit yang sering menyerang
ikan dengan tingkat virulensi yang tinggi terutama
pada ikan nila adalah penyakit streptococcosis yang
disebabkan oleh bakteri Streptococcus agalactiae.
Tingkat virulensi bakteri yang tinggi ditentukan oleh
kemampuan bakteri menghasilkan toksin yang me-
rupakan mekanisme penting pada hampir semua
bakteri patogen penyebab penyakit. Toksin merupa-
kan zat racun yang dibentuk dan dikeluarkan oleh
organisme yang dapat menyebabkan kerusakan radi-
kal dalam struktur, merusak total hidup atau keefek-
tifan organisme lain pada satu bagian. Toksin yang
berasal dari bakteri adalah komponen racun terlarut
yang diproduksi oleh bakteri dan menyebabkan
pengaruh negatif terhadap sel-sel inang dengan cara
mengubah metabolisme normal dari sel inang ter-
sebut. Toksin yang berhubungan dengan sel bakteri
disebut sebagai endotoksin, sedangkan toksin yang
dapat berdifusi secara ekstraselular disebut sebagai
eksotoksin. Eksotoksin biasanya protein yang ber-
tindak secara enzimatik atau bertindak secara lang-
sung pada sel inang dan merangsang berbagai res-
pons inang (Todar, 2012).

Toksisitas bakteri ditandai dengan proses lisoso-
mal yang tidak stabil, fagositosis yang tidak berhasil
dan perubahan fungsi fagositosis sel. Hal ini menye-
babkan kemampuan hewan untuk mempertahankan
diri terhadap patogen dan penyakit menular secara
signifikan berkurang (Jovanovi & Pali, 2012). Meski-
pun mekanisme patogenik bakteri belum diketahui
dengan tepat (Wang et al., 2010); namun beberapa
faktor virulensi bakteri seperti protein eksotoksin
dapat mematikan host melalui aktivitas protease,
dermatotoxin, hemolisin, siderophore, dan resistensi
terhadap fagosit (Suprapto et al., 1996).

Toksin yang merupakan produk ekstraseluler (Ex-
tracellular product/ECP) dihasilkan oleh bakteri S. aga-
lactiae merupakan komponen protein terlarut yang
disekresikan oleh bakteri pada fase pertumbuhan
eksponensial yang berfungsi seperti enzim dan me-
miliki sifat-sifat enzim yaitu terdenaturasi oleh pa-
nas, asam, dan enzim proteolitik dengan potensi
toksik yang tinggi dan bersifat antigenik. Apabila
masuk ke dalam tubuh inang maka toksin akan me-
nyebabkan kerusakan radikal dalam struktur, meru-
sak total hidup atau keefektifan organisme lain pada
satu bagian. Toksin yang dapat berdifusi secara eks-
traselular disebut eksotoksin, biasanya merupakan
protein yang bertindak secara enzimatik atau ber-
tindak secara langsung pada sel inang dan merang-
sang berbagai respons inang (Todar, 2012).

Pengembangan vaksin dari toksin protein dimu-
lai dengan mengidentifikasi protein yang bersifat

antigenik dalam ECP crude dengan cara menguji tok-
sisitas protein hasil fraksinasi yang memiliki berat
molekul berbeda. Salah satu protein yang telah di-
fraksinasi dari ECP S. agalactiae adalah protein de-
ngan berat molekul 89 kDa. Penelitian ini bertujuan
mengevaluasi toksisitas protein dengan berat mole-
kul 89 kDa dari ECP S. agalactiae hasil fraksinasi de-
ngan SDS-PAGE pada ikan nila.

BAHAN DAN METODE

Isolasi ECP

ECP diisolasi dari bakteri S. agalactiae tipe non-
hemolitik N14G koleksi Balai Penelitian dan Pengem-
bangan Budidaya Air Tawar Bogor, Kementerian Ke-
lautan dan Perikanan. Isolat uji diinokulasikan dalam
media brain hearth infussion agar (BHIA) berdasarkan
Hardi (2011). Isolasi ECP berdasarkan pada pola per-
tumbuhan populasi maksimal, yaitu 72 jam pascaino-
kulasi pada media BHI (Evans et al., 2004). Superna-
tan yang berisi ECP diaduk menggunakan shaker ke-
mudian disaring dengan filter miliphore steril 0,22
μm (membran solution MS® CA syringe filter) dan di-
simpan pada suhu -20°C hingga akan digunakan.

Fraksinasi Protein Produk ECP Bakteri S.
agalactiae

Fraksinasi protein dilakukan dengan metode SDS-
PAGE (Laemmli, 1970). Sebelum dilakukan fraksina-
si, terlebih dahulu dilakukan pemekatan konsentrasi
ECP dengan menggunakan vivaspin konsentrator
sentrifugal 6 mL (vivaspin centrifugal concentrator, GE
Healthcare Bio-Sciences AB Björkgatan 30 751 84 Upp-
sala Sweden) yang disentrifugasi pada 12.500 rpm pa-
da suhu 4°C. Sebanyak 20 mL ECP crude dipekatkan
dengan vivaspin hingga diperoleh ECP pekat seba-
nyak 1 mL. Hasil pemekatan ECP sebanyak 100 μL
dilarutkan dalam 50 μL buffer, kemudian diseparasi
menggunakan SDS-PAGE dengan konsentrasi gel 12%
dan tebal 1,5 mm. Gel diwarnai dengan silver staining
dan kemudian dijadikan pola untuk memotong gel
akrilamid.

Isolasi Protein dari Gel Acrylamid

Isolasi protein toksoid dari hasil fraksinasi gel
acrylamid SDS-PAGE dilakukan dengan electro-eluter
(Biorad). Hasil elektroforesis SDS-PAGE dan pewar-
naan silver staining menunjukkan tiga pita protein
dengan berat molekul 76,52 kDa; 89 kDa; dan 132,92
kDa (Gambar 1). Pita dengan berat molekul 89 kDa
dipotong kecil dan dimasukkan ke glass tube yang
telah terpasang pada modul. Elusi dilakukan pada 8-
10 mA/glass tube selama 3-5 jam. Setelah proses elu-
si, modul elektro eluter dikeluarkan dari chamber, glass
tube dikeluarkan dari modul. Protein di dalam sili-
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nis ikan, perubahan tingkah laku renang dan makan,
serta mortalitas ikan. Ikan yang menunjukkan gejala
klinis terinfeksi S. agalactiae dijadikan sampel untuk
pengamatan histologi dari organ mata, ginjal, dan
otak. Ikan yang mati dihitung untuk mengetahui per-
sentase mortalitas.

Analisis Data

Penelitian dilakukan dengan menggunakan ran-
cangan acak lengkap. Data mortalitas ikan dianalisis
secara statistik pada taraf p<0,05 (dua arah) meng-
gunakan program SPSS 17 for Windows. Apabila ter-
dapat pengaruh perlakuan, maka digunakan uji lanjut
Duncan.

HASIL DAN BAHASAN

Perubahan Anatomi Luar, Pola Renang, dan
Tingkah Laku Makan

Hasil pengujian patogenitas protein toksin de-
ngan pemaparan secara i.p. ditampilkan pada Gam-
bar 2. Perubahan pada ikan setelah pemaparan pro-
tein terjadi pada hari ke-3, di mana beberapa ekor
ikan mulai menunjukkan perubahan warna badan
menjadi gelap pada perlakuan ECPP89-4, ECPP89-8,
ECPP89-16, ECPP, dan WCB. Selanjutnya pada hari
ke-4, ikan yang sebelumnya telah berwarna gelap
mengalami clear operculum dan menunjukkan penge-
rutan mata sehingga terlihat mata hitam ikan men-
jadi kecil. Pada tahap selanjutnya terjadi eksoptalmia
dan badan ikan berbentuk huruf C. Perubahan organ
luar ikan ini terjadi pada perlakuan ECPP-2, ECPP89-4,
ECPP89-8, ECPP89-16, ECPC, dan WCB, tetapi tidak
terjadi pada perlakuan ECPP89-1 dan kontrol PBS.

Perubahan pola renang ikan terjadi pada hari ke-
tiga pasca injeksi di mana ikan diam dan soliter di
dasar akuarium pada perlakuan ECPP89-4, ECPP89-8,
ECPP89-16, dan WCB. Perubahan pola renang terse-
but terjadi pada perlakuan ECPC dan ECPP89-2 sete-
lah hari kelima, sedangkan kontrol negatif PBS tidak
mengalami perubahan pola renang. Kelainan pola re-
nang berupa gerak berputar (whirling) terjadi pada
hari ke-7 pasca penginfeksian pada perlakuan ECPP
89-4, ECPP89-8, ECPP89-16, dan WCB; dan hari ke-8
pada perlakuan ECPC.

Pola tingkah laku makan berupa penurunan nafsu
makan ikan tidak mengalami perubahan selama 48
jam pascainfeksi. Perubahan tingkah laku makan ter-
jadi pada hari ketiga bersamaan dengan terjadinya
perubahan warna ikan menjadi gelap, terjadinya pe-
ngerutan mata, dan eksopthalmia pada perlakuan
ECPP89-4, ECPP89-8, ECPP89-16, WCB, dan ECPC,
tetapi pola tingkah laku makan ikan tidak terjadi pa-
da perlakuan ECPP89-1 dan PBS.

kon diambil dan dimasukkan ke dalam eppendorf
sebagai protein murni 89 kDa dan disimpan pada
suhu -20°C untuk analisis lebih lanjut.

Pengujian Protein ECP dan Pemeliharaan Ikan

Ikan dengan bobot sekitar 25 g ekor-1 dipelihara
pada akuarium berukuran 60 cm x 30 cm x 40 cm
dengan kepadatan 10 ekor/akuarium. Jenis protein
yang diujikan adalah protein hasil fraksinasi dari ECP
S. agalactiae dengan berat molekul 89 kDa dengan
dosis 1, 2, 4, 8, 16 μg/mL/ekor ikan (secara berturut-
turut diberi kode ECPP89-1, ECPP89-2, ECPP89-4,
ECPP89-8, dan ECPP89-16). Pengenceran protein se-
suai dosis perlakuan dilakukan dengan menggunakan
PBS dan diukur konsentrasinya dengan Nanodrop
2.000 (Spectrophotometer thermo scientific) dengan ab-
sorbansi 1 pada 280 nm. Dua kontrol positif terdiri
atas bakteri utuh S. agalactiae 1 x 104 cfu/mL (WCB)
dan ECP crude bakteri S. agalactiae (ECPC) dan satu
kontrol negatif dengan menggunakan larutan PBS.
Ikan diinjeksi secara intraperitonial (i.p.) 0,1 mL/ekor
ikan sesuai perlakuan. Selanjutnya ikan dipelihara
selama 15 hari dan dilakukan pengamatan gejala kli-

Gambar 1. Fraksinasi dengan metode SDS-PAGE pro-
tein toksin dari ECP bakteri Streptococcus
agalactiae yang dipekatkan dengan
vivaspin; (a) pita protein dengan berat
molekul 76,52 kDa; 89 kDa; dan 132,92
kDa; (b) hasil isolasi dan pemurnian pro-
tein 89 kDa dengan electroeluter; (M)
marker

Figure 1. Fractionated using SDS-PAGE protein toxin
from the bacteria Streptococcus agalactiae
ECP were concentrated by vivaspin; (a) pro-
tein bands with molecular weight of 76.52
kDa, 89 kDa, and 132.92 kDa; (b) the re-
sults of the isolation and purification of the
89 kDa protein with electroeluter; (M) the
marker
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Evaluasi toksisitas protein dari fraksinasi ECP S.
agalactiae menunjukkan bahwa ECPP89 terutama
ECPP89-4, ECPP89-8 ECPP89-16, bersifat toksik dengan
menyebabkan terjadinya perubahan morfologi, peru-
bahan pola renang dan makan, serta kematian ikan
nila. Pada perlakuan ECPP89-1 tidak dapat menyebab-
kan perubahan pada ikan karena dosis protein yang
rendah. Perubahan gejala klinis, pola renang, dan po-
la makan setelah pemaparan ECPP89 sama dengan
gejala klinis yang terjadi pada ikan nila yang dipapar
dengan WCB dan ECPP, namun gejala klinis di atas
tidak terjadi pada ikan yang diinjeksi dengan PBS.
Hasil penelitian ini mendukung penelitian sebelum-
nya di mana ikan yang terserang S. agalactiae menun-
jukkan septicaemia kolonisasi sejumlah organ seper-
ti nares, otak, ginjal, dan usus; gejala klinis setelah
terjadi infeksi seperti anorexia, C-shaped, erratic swim-
ming, whirling, dan mati (Evans et al., 2002). Ikan nila
yang dibudidayakan di karamba dan terinfeksi bak-
teri Streptococcus menunjukkan gejala klinis dengan
berenang tidak menentu dan whirling, penurunan naf-
su makan, unilateral atau bilateral eksoptalmia se-
bagai gejala klinis utama (Salvador et al., 2005). Ikan
kontrol yang diinfeksi dengan Streptococcus agalactiae
menunjukkan perubahan dengan gejala klinis seperti
anoreksia, lesu, berenang tidak menentu, exophthal-
mia, dan ascites.

Mortalitas Ikan

Mortalitas ikan nila setelah penginfeksian berva-
riasi berdasarkan perlakuan (Tabel 1). Mortalitas ikan
yang diinjeksi secara i.p. dengan perlakuan ECPP89-
4, ECPP89-8, ECPP89-16 secara signifikan lebih ting-
gi (p<0,05) dibandingkan dengan perlakuan protein
ECPP89-2, ECPP89-1, ECPC, dan PBS. Mortalitas ikan
antara perlakuan ECPP89-4, ECPP89-8, ECPP89-16 ti-

dak berbeda nyata (p>0,05), namun lebih rendah di-
bandingkan dengan WCB (p<0,05).

Kelainan patologi yang terjadi pada ikan nila di-
injeksi dengan ECPP89 pada akhirnya mengalami ke-
matian. Gejala ini sama dengan ikan yang diinjeksi
dengan WCB, dan ECPP meskipun dengan persentase
mortalitas berbeda. Hal ini menunjukkan bahwa
ECPP89 merupakan protein toksik yang tidak hanya
menginfeksi ikan seperti pada penjelasan di atas, te-
tapi juga menyebabkan kematian pada ikan nila. Ha-
sil penelitian ini menunjukkan bahwa ECP ikut me-
nentukan virulensi bakteri S. agalactiae yang disek-
resikan oleh bakteri. Protein dalam eksotoksin yang

Tabel 1. Mortalitas ikan nila (Oreochromis niloticus)
setelah diinjeksi secara i.p. (intraperitoneal)
dengan ECPP89 sebanyak 0,1 mL/ekor ikan

Table 1. The mortality rate of nile tilapia (Oreochromis
niloticus) after being injected with 0.1 mL/fish
ECPP89 intraperitoneally

Keterangan (Note):
Huruf superskrip yang berbeda pada kolom yang sama me-
nunjukkan perbedaan yang signifikan (p<0,05) (Different
superscript in the same column show the significantly different
(p<0.05))

Perlakuan (Treatments ) Mortalitas (Mortality ) (%)

ECPP89-1 0d

ECPP89-2 5d

ECPP89-4 35b

ECPP89-8 40b

ECPP89-16 35b

WCB 55a

ECPC 20c

PBS 0d

Gambar 2. Perubahan performasi morfologi ikan nila (O. niloticus) berupa (A) eksopthalmia dan (B)
whirling setelah diinjeksi dengan ECPP89

Figure 2. Changes in nile tilapia‘s (O. niloticus) external morphology, i.e. (A) exopthalmia and (B) whirl-
ing after being injected with ECPP89

A B
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bertanggung jawab terhadap virulensi ini adalah pro-
tein dengan berat molekul 89 kDa. Hal ini terbukti
dengan persamaan kelainan patologi yang diakibat-
kan antara perlakuan WCB, ECPP, dan ECPP89.

Protein toksin yang disekresikan oleh bakteri hi-
dup pada masa pertumbuhan eksponensial merupa-
kan penentu utama virulensi. Lokasi kerusakan yang
disebabkan oleh toksin menunjukkan lokasi target
toksin yang spesifik. Namun beberapa jenis toksin
memiliki aktivitas sitotoksik yang cukup luas dan
menyebabkan kematian non-spesifik dari berbagai
jenis sel atau kerusakan jaringan, dan pada akhirnya
mengakibatkan nekrosis (Todar, 2012).

Karakterisasi lebih lanjut faktor penentu virulen-
si dalam ECPP89 pada penelitian ini belum diketa-
hui. Namun menurut Pasnik et al. (2005), virulensi
dari streptococcal ditentukan oleh komponen galac-
tose dan asam sialik. Sedangkan pada ECP bakteri A.
hydrophila, terdiri atas metalloproteases, glycero-
phospholipidcholesterol acyltransferase, hemolysin,
aerolysin, dan lipases, juga protein untuk pencerna-
an seperti amylases and chitinases, serta protein
untuk perlekatan pada sel inang seperti S-layer dan
flagella yang seluruhnya berperan penting pada dis-
tribusi, adaptasi, dan patogenisitas (Zhang et al.,
2014). Faktor virulensi pada patogenesis E. tarda di
antaranya adalah dermatotoxin (Ullah et al., 1983),
hemolisis (Hirono et al., 1997), kemampuan untuk
menyerang sel-sel epitel (Ling et al., 2000) dan kemam-
puan bertahan dalam fagosit (Srinivasa et al., 2003).
Faktor virulensi pada whole-cell S. iniae adalah enolase
(EN), glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
(GAPDH), dan fructose-bisphosphate aldolase (FBA)
(Shin et al., 2007) yang dapat bersifat imunogenik.

Bakteri yang melibatkan ECP dalam virulensinya
telah banyak diteliti, di antaranya toksin dalam ECP
A. hydrophila dapat mematikan ikan nila (Khalil &
Mansour, 1997), ikan rohu (Sahu et al., 2011), dan ikan
lele (Pridgeon et al., 2013); toksin dengan berat mo-
lekul 37 kDa dalam ekstraseluler dan intraseluler E.
tarda mematikan Japanese eel and Japanese flounder
(Suprapto et al., 1996), toksin NUF251 dari ECP E.
tarda yang sangat virulen (Wang et al., 2010).

Mekanisme masuknya toksin bakteri S. agalactiae
ke dalam sel ikan, khususnya ikan nila belum dipela-
jari. Namun menurut (Todar, 2012), setidaknya terda-
pat dua mekanisme masuknya toksin ke dalam sel
target yang diperankan oleh active component disebut
sub unit A dan binding component disebut sub unit B.
Mekanisme pertama adalah toksin masuk langsung,
di mana sub unit B dari toksin asal (A + B) melekat
pada reseptor spesifik pada sel target dan mengin-
duksi pembentukan lubang pada membran sel inang
di mana melalui lubang tersebut sub unit A ditrans-

fer ke dalam sitoplasma sel. Mekanisme kedua, tok-
sin mengikat sel target dan struktur A + B dilepas-
kan ke dalam sel melalui receptor-mediated endocytosis
(RME) yang dimediasi oleh endositosis. Toksin dima-
sukkan ke dalam endosom. Ion H+ masuk ke dalam
endosom menurunkan pH internal yang menyebab-
kan sub unit A + B  memisah. Sub unit B memengaru-
hi pelepasan sub unit A dari endosom sehingga akan
mencapai target dalam sitoplasma sel. Sub unit B tetap
dalam endosom dan dapat kembali ke permukaan sel.
Pada kedua kasus di atas, sebuah molekul protein
besar harus masuk dan melintasi membran lipid bi-
layer, baik membran sel atau membran endosome.

Toksin yang telah masuk ke dalam tubuh organis-
me secara umum akan dapat mengaktifkan mekanis-
me pertahanan imun alami. Dalam kebanyakan kasus
termasuk ikan dan mamalia, tanggap kebal ini dime-
diasi oleh makrofag melalui produksi berbagai me-
diator seperti nitric oxide (NO), reactive oxygen species
(ROS), dan proinflammatory cytokines (misalnya TNF-
α) (Wang et al., 2010).

Histopatologi

Berdasarkan hasil histopatologi ikan yang diin-
jeksi dengan ECPP89 mengalami perubahan patologi
pada otak, mata, dan ginjal yaitu terjadinya vacuoli-
sis, kongesti, nekrosa, hemorhagik, melanomacrofag
centre (MMC), dan infiltrasi sel radang. Pada otak ikan
terjadi gangguan aliran darah (kongesti/pemben-
dungan), vakuolisis, hemorhagik, dan nekrosis (Gam-
bar 3A). Kelainan histologi pada ginjal di antaranya
adalah MMC, infiltrasi sel radang, dan nekrosis (Gam-
bar 3B), sedangkan pada mata hanya ditemukan va-
kuolisis (Gambar 3C).

Histopatologi ikan setelah diinjeksi dengan
ECPP89 terjadinya kongesti (pembendungan) pada
pembuluh darah yaitu meningkatnya jumlah darah
dalam pembuluh yang ditunjukkan dengan kapiler
darah tampak melebar yang penuh berisi eritrosit.
Kongesti dapat terjadi akibat adanya reaksi pera-
dangan akibat trauma, toksin atau mikroorganisme.
Menurut Smith et al. (1972), kongesti merupakan pem-
bendungan darah di dalam pembuluh darah di mana
secara mikroskopik terlihat pembuluh kapiler dan
vena berdilatasi dan berisi darah. Kongesti menye-
babkan pembuluh darah melebar dengan aliran darah
yang melambat. Hal ini mengakibatkan darah mem-
bendung di jaringan sehingga berkumpul memben-
tuk pembendungan di pembuluh darah. Pada kasus
kongesti yang berlebihan akan dapat menimbulkan
perdarahan, sehingga cairan akan bercampur dengan
sel darah merah. Kongesti dapat berlanjut menjadi
edema sehingga serabut otot akan tampak menjadi
jarang karena rongga antar serabutnya berisi cairan.
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Pemaparan ECPP89 pada penelitian ini menye-
babkan hemorhagik yang secara langsung disebab-
kan oleh adanya toksin protein dan secara tidak
langsung oleh defisiensi nutrien karena nafsu makan
ikan yang rendah sebagai akibat dari terjadinya pe-
rubahan organ tubuh. Hemorhagik ditandai dengan
keluarnya darah dari pembuluh darah, baik keluar tu-
buh maupun di jaringan atau rongga tubuh (Smith et
al., 1972). Hemorhagik dapat mengakibatkan suplai
darah terganggu sehingga pada akhirnya akan terjadi
nekrosa.

Kerusakan yang terdapat dalam jaringan otak ikan
nila menyebabkan terjadinya pelemahan syaraf pada
otak sehingga ikan berenang memutar (whirling) dan
perubahan tingkah laku lainnya, serta penurunan
nafsu makan. Apabila kerusakan terjadi pada syaraf
motorik dapat mengakibatkan terganggunya syaraf
yang mengontrol pergerakan dan keseimbangan ikan
dalam berenang, sehingga terjadi perubahan renang
ikan menjadi whirling (Murdjani, 2002), yang pada
akhirnya menyebabkan ikan mati.

Perubahan sel lainnya adalah degenerasi dan nek-
rosis di mana sel lisis dan terlihat berlubang. Toksin
secara langsung dapat menyebabkan degenerasi dan
nekrosis sel dan secara tidak langsung disebabkan
oleh ketidakseimbangan nutrisi. Degenerasi dan
nekrosis sel otot dapat disebabkan oleh kekurangan
dari material esensial (misalnya, oksigen atau asam
pantotenat), kekurangan sumber energi yang meng-
ganggu metabolisme, pemanasan mekanik atau luka
akibat listrik, akumulasi subtansi yang abnormal di
dalam sel-sel yang disebabkan oleh virus, bakteri,
parasit, bahan kimia beracun, ketidakseimbangan
nutrisi, dan zat-zat iritan ringan (Feist, 2003).

Gambar 3. Perubahan histologi ikan nila (Oreochromis niloticus) setelah diinjeksi dengan ECPP89 kDa. Organ
ginjal (A), otak (B) dan mata (C). V (vakuolisis), K (kongesti), N (nekrosis), H (hemorhagik), M
(Melanomacrofag Centre/MMC) dan I (infiltrasi sel radang)

Figure 3. Histological changes in nile tilapia (Oreochromis niloticus) after being injected with ECPP89 kDa. The
kidney (A), brain (B) and eyes (C). V (vacuolysis), K (congestion), N (necrosis), H (hemorrhagic), M (Me-
lanomacrofag Centre/MMC) and I (infiltration of inflammation cells)

KESIMPULAN

Protein ECPP89 merupakan protein toksin yang
secara signifikan menyebabkan perubahan morfologi,
pola renang, makan, dan histopatologi, serta
mortalitas ikan nila.
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