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Upaya produksi dan karakterisasi hibridoma untuk penanggulangan
bakteri penyakit pada ikan: I. Pembentukan hibridoma penghasil
antibodi monoklonal anti Aeromonas hydrophila
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Abstract

Production and characterization of hybridoma for fish disease control: 1. Cloning of hybridoma produced monoclonal antibody
anti Aeromonas hydrophila.

The aim of this study is to produce monoclonal antibody from deromonas hydrophila for fish disease control purposes. Antigen used
is obtained from A. hydrophila strain No. 26 prepared by “alcohol killed” method. Lymphocytes of immunized mice was fused with
myeloma cell Sp2/0-Ag on the base medium with polyethylene glycol (PEG) solution. Hypoxanthine-Aminopterin-Thymidine medium
was then used soon after the fusion of both lymphocytes and myeloma cells. Hybrid’s antibody secretion was analyzed using ELISA
method, and the hybrid cells that produce antibody monoclonal were then cloned by restricted dilution technique. Results indicated
that 100% of hybrid cells were grown and developed. About 97% of hybrids were positively secreted monoclonal antibody, and the
best 10 clones of hybridomas of the highest monoclonal antibody production were selected and stored in liquid nitrogen.
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Abstrak

Penelitian ini bertujuan untuk memproduksi antibodi monoklonal anti bakteri Aeromonas hydrophila yang akan digunakan dalam
mendiagnosis dan mencegah penyakit bakteri pada ikan. Antigen yang digunakan adalah 4. hydrophila galur 26 yang disiapkan berupa
sediaan “alcohol killed”. Sel limfosit mencit terimunisasi difusikan dengan sel mieloma Sp2/0-Ag dengan bantuan polyethylene glycol
(PEG). Sel hasil fusi segera ditumbuhkan dalam media Hypoxanthine-Aminopterin-Thyimidines. Sel hibrid yang terbentuk dianalisis
antibodi yang disekresikan dengan metode ELISA. Hibridoma yang produktif dikloning dengan metode pelarutan terbatas. Hasil
penelitian menunjukkan bahwa 100% sel hibrid (hibridoma) tumbuh dan berkembang. Dari hibridoma yang tumbuh, 97% mensekresikan
antibodi monoklonal dan 10 klon diantaranya merupakan hibridoma yang produktif untuk disimpan dalam tabung nitrogen cair.

[Kata kunci: Antibodi monoklonal, Aeromonas hydrophila, kloning, mieloma, hibridoma, limfosit]

Pendahuluan

Penyakit bakterial merupakan masalah serius pada
usaha budi daya ikan air tawar karena sering meng-
akibatkan kematian (Supriyadi dan Taufik, 1981;
Taufik, 1992). Salah satu penyakit yang disebabkan
oleh A. hydrophila dapat menimbulkan kematian
sebanyak 50-100% (Supriyadi dan Rukyani, 1990).
Keterlambatan penanggulangan penyakit yang
disebabkan oleh penggunaan teknik-teknik yang
kurang cepat dan tepat dalam diagnosis penyakit
merupakan masalah umum yang dihadapi. Di
samping itu, kesalahan diagnosis yang terjadi dapat
mengakibatkan kerugian yang lebih parah.

Teknik diagnosis untuk mendapatkan hasil yang
lebih akurat antara lain dengan menggunakan anti-

bodi monoklonal yang spesifik. Metode serologis
umumnya dapat dilakukan dengan cepat, namun
sering terjadi kesalahan diagnosis karena meng-
gunakan antibodi yang kurang spesifik. Teknik
diagnosis dengan menggunakan antibodi mono-
klonal dapat menghindari kesalahan-kesalahan ter-
sebut (Campbell, 1986). Dengan demikian penyebab
penyakit dapat diketahui secara pasti, dan upaya
penaggulangannya dapat segera dilakukan secara
terarah. Penggunaan antibodi monoklonal dalam
bidang imunologi perikanan pada hakekatnya sudah
banyak dilakukan, seperti untuk studi imunoglobulin
(Ig) serum ikan channel catfish (Lobb dan Clem,
1982), ikan trout (DeLuca et al., 1983), dan pada
kelompok ikan Cyprinus carpio (Secombes et al.,
1983). Sedangkan penggunaan antibodi monoklonal
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untuk diagnosis penyakit ikan dan udang telah
dilaporkan oleh Kaatari et al. (1986). Di Indonesia
produksi dan penggunaan antibodi monoklonal untuk
diagnosis penyakit ikan belum dilakukan, akan tetapi
untuk penyakit hewan seperti infeksi subklinik
Leptospira interrogans dan patodiferensiasi infeksi
virus Newcastle Disease telah dilaporkan masing-
masing oleh Moekti (1992) dan Pardede (1991).
Antibodi monoklonal di samping berguna dalam
teknik diagnosis secara cepat dan akurat, juga dapat
digunakan sebagai bahan untuk immunisasi pasif.

Penelitian ini bertujuan untuk memanfaatkan
teknologi hibridoma dalam meningkatkan upaya
diagnosis penyakit bakterial yang disebabkan oleh 4.
hydrophila, sehingga penanggulangan terhadap pe-
nyakit tersebut dapat ditegakkan secara cepat dan
tepat.

Bahan dan Metode

Waktu dan tempat

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Penyakit
Ikan, Balai Penelitian Perikanan Air Tawar (Balit-
kanwar) dan Laboratorium Biologi Molekuler (Bio-
teknologi), Balai Penelitian Veteriner (Balitvet), Bogor.
Penelitian berlangsung mulai bulan September sampai
Maret 1995.

Antigen

Antigen yang digunakan pada penelitian ini adalah
bakteri A. hydrophila galur 26, koleksi biakan mikroba
Balitkanwar. Penyiapan antigen dilakukan dengan
teknik biakan kering pada tryptic soy agar (TSA) dan
diinkubasi pada suhu kamar (24-28° C), kemudian
dipanen setelah diinkubasi selama 24 jam. Proses
inaktivasi bakteri dilakukan dengan alkohol (2-3% v/
v) selama 15 menit, kemudian dicuci dengan
phosphate buffered saline (PBS) pH 7-7,2 sebanyak
dua kali. Kadar protein sediaan antigen dioptimasi
menggunakan metode Lawry ef al. (1951) dan di-
analisis dengan metode Enzyme Linked Immunosorbent
Assay (ELISA). Selanjutnya sediaan antigen tersebut
dikemas dalam kemasan 2 ml dan disimpan pada
suhu -20° C hingga siap digunakan.

Immunisasi

Mencit Balb/c jantan berumur 6 minggu digunakan
sebagai hewan uji. Konsentrasi sediaan antigen
(whole cell) yang digunakan pada mulanya adalah
10" cfu. Pada periode imunisasi pertama, mencit
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disuntik dengan antigen sebanyak 0,2 dan 0,1 ml/

ekor. Namun, semua mencit mengalami kematian
setelah 24 jam diimunisasi.
Berdasarkan hasil tersebut di atas, maka imunisasi

~ berikutnya dilakukan dengan injeksi awal antigen

dengan rasio protein 300 pg/ml dengan dosis 0,1 ml/
ekor. Dosis ini setara dengan 10° cfu/ekor. Pada ming-
gu ke-2 dan ke-3 dilakukan injeksi ulang (booster)
dengan antigen serupa secara intra  peritoneal
masing-masing dengan dosis 0,2 ml/ekor. Pemeriksaan
respons kebal terhadap masing-masing mencit yang
disuntik dilakukan pada minggu ke-4. Pengukuran
titer antibodi anti 4. hydrophila galur 26 mengguna-
kan metode ELISA. Untuk mendapatkan hasil yang
optimal pada uji imunologi (reaksi antibodi), maka
ditentukan konsentrasi optimal antigen yang dilaku-

~ kan dengan metode pengenceran.

Setelah kadar antibodi yang cukup tinggi (log,, 2-
3) (Thorns dan Morris, 1983) dilakukan penyuntik-
an terakhir secara intra vena pada dosis 0.2 ml/ekor
untuk mendapatkan sel limfosit Ayperimmune. Se-
lanjutnya, fusi antara sel limfosit dengan sel mieloma
dilakukan 3 hari setelah penyuntikan terakhir.

Penyiapan limpa (splenosit)

Limpa mencit diambil secara aseptik setelah mencit
dibunuh dengan cara mematahkan tulang leher
(servical dislocation). Seluruh bagian tubuh mencit
disucihamakan dengan menggunakan etanol 70%.
Limpa dikeluarkan dari bagian abdominal dan
diletakkan di dalam cawan Petri yang steril. Setelah
itu, limpa dicuci dua kali dengan Dulbeco Modified
Eagle’s Medium (DMEM) yang mengandung
antibiotik; lalu diproses seperti pada pembuatan
kultur jaringan hingga diperoleh suspensi splenosit
yang siap difusikan. Penghitungan konsentrasi sel
limfosit dilakukan menurut metode Schots et al.
(1992) dengan menggunakan larutan Turk dan
dibiarkan selama 3 menit.

Sel mieloma

Sel mieloma yang digunakan untuk perlakuan fusi
pada percobaan ini adalah biakan sel lestari Sp2/O-
Ag. Sebelum pelaksanaan proses hibridisasi, harus
diketahui bahwa perkembangan sel mieloma dalam
keadaan normal dan sehat. Penghitungan konsentrasi
sel mieloma dilakukan secara konvensional (Schots
et al., 1992) dengan larutan tryphan blue dan meng-
gunakan hemocytometer.
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Hibridisasi

Fusi antara sel limfosit dengan sel mieloma dilakukan
3 hari setelah booster terakhir. Teknik fusi dikerjakan
menurut metode Thorns dan Morris (1983) dengan
bantuan larutan PEG 4000 (Kohler dan Milstein,
1975) selama 60 detik. Perbandingan konsentrasi sel
mieloma dengan sel limfosit sebesar 1 : 10. Hibridisasi
dilakukan dalam “T/C-24 wells” dengan tiga T/C.
Pada T/C pertama, selain ditumbuhkan pupukan
jaringan hasil fusi sebanyak 20 lubang (wells), juga
ditumbuhkan pupukan jaringan (mieloma) sebanyak
empat lubang sebagai kontrol yang selanjutnya
diberi tanda K1, K2, K3, dan K4. Sedangkan
lubang-lubang pada kedua T/C lainnya digunakan
untuk pupukan jaringan hasil fusi (hibrid). Jumlah
keseluruhan lubang yang digunakan untuk pupukan
jaringan hasil fusi sebanyak 68 lubang. Jadi seluruh-
nya ada 72 lubang.

Sel hasil fusi dibiakkan dalam medium DMEM yang
disuplementasi dengan 10% foetal calf serum (FCS)
dan Hypoxanthine-Aminopterin-Thymidine (HAT).
Inkubasi dilakukan pada suhu 37°C di dalam suasana
lembap dengan CO, 5%. Setelah terbentuk hibrid,
media yang digunakan adalah FCS diperkaya dengan
Hypoxanthine-Thymidine (HT).

Untuk kepentingan uji sekresi antibodi monoklonal
dari masing-masing hibrid, maka diambil sekresi
antibodi monoklonal yang berasal dari ketiga T/C-
24 kemudian dipindahkan ke dalam T/C-96, dan se-
lanjutnya diuji dengan metode ELISA.

Skrining

Pada penelitian ini, kemampuan sekresi antibodi dari
klon hibridoma yang tumbuh sampai dengan hari ke-
14 diperiksa dengan menggunakan metode ELISA.
Antigen yang digunakan adalah supernatan yang
dipisahkan dari suspensi bakteri 4. hydrophila di
dalam PBS 7,2 yang telah diinaktifkan dengan alkohol
seperti telah diterapkan sebelumnya. Materi yang
diperiksa adalah supernatan yang dipisahkan dari
medium kultur sel hibridoma. Semua diluen ELISA
termasuk antigen, antibodi, konjugat,dan bloker
yang digunakan terlebih dahulu dioptimalkan secara
checker board konvensional. Klon-klon hibridoma
yang sangat berpotensi dalam memproduksi antibodi
monoklonal segera dibuat duplikat untuk ditumbuh-
kembangkan, kemudian disimpan di dalam tabung
nitrogen cair sebagai bank hibridoma.
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Kloning hibridoma

Kloning dilaksanakan mengikuti prosedur metode
pelarutan terbatas seperti yang telah dilakukan oleh
Thorns dan Morris (1983), hingga dihasilkan sel
hibridoma tunggal yang mampu mensekresikan
antibodi dan pertumbuhan yang stabil. Pada teknik
pelarutan terbatas, sel hibridoma ditumbuhkan dalam
medium DMEM lengkap ditambah Peritoneum
Exudate Cells (PEC), dan diinkubasi pada suhu 37°
C di dalam inkubator dengan CO, 5%. Pada hari ke
tujuh dilakukan penambahan media segar, ke-
mudian interval penambahan diperpendek menjadi
3-4 hari. Pertumbuhan sel-sel hibridoma yang telah
dikloning selalu dimonitor, dan sel hibridoma yang
normal segera diskrining secara serologi mengguna-
kan metode ELISA.

Hasil dan Pembahasan

Kematian yang terjadi setelah imunisasi awal dengan
menggunakan antigen konsentrasi 10" cfu sebanyak
0,2 dan 0,1 ml/ekor mencit, diduga akibat terlalu
tingginya rasio protein antigen, yaitu sebesar 3000
ug/ml. Enditoksin yang dikandung oleh antigen
tersebut cukup tinggi, sehingga mengakibatkan
kematian mencit uji.

Periode imunisasi berikutnya dilakukan dengan
penyuntikan pertama (priming) antigen yang rasio
proteinnya diturunkan hingga 300 pg/ml dengan
dosis 0,1 ml/ekor setara dengan 10° cfu/ekor. Per-
ubahan dosis didasarkan pada pertimbangan bahwa
jumlah konsentrasi yang lebih rendah akan me-
ngurangi toksisitas antigen. Selain itu, nilai titer
antigen pada uji ELISA menunjukkan bahwa pada
konsentrasi antara 10’-10° cfu/ml diperoleh hasil reaksi
antigen-antibodi yang optimal. Kisaran konsentrasi
antigen sebesar itu selama ini telah digunakan oleh
Supriyadi dan Rukyani (1990) untuk penentuaxi titer
antibodi dengan teknik aglutinasi langsung. Nilai
titer antibodi serum darah mencit terhadap agen
target yang dilakukan dengan teknik ELISA sebelum
proses hibridisasi adalah sebesar 3000 unit antibodi;
dan kisaran kadar antibodi spesifik tersebut sudah
dapat digunakan untuk proses hibridisasi sesuai
dengan yang disarankan oleh Thorns and Morris
(1983), yaitu sebesar log,, 2-3.

Sel mieloma yang telah diketahui memiliki
kepekaan terhadap medium HAT serta dapat tumbuh
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klon dalam menghasilkan antibodi monoklonal. Hasil
uji produksi antibodi dengan metode ELISA terhadap
setiap hibridoma serta kesepuluh klon hibridoma
potensial hasil seleksi disajikan pada Tabel 1.

Pada tabel tersebut menunjukkan bahwa supernatan
yang disekresi setiap hibridoma yang ditumbuhkan
memiliki nilai absorbant yaxig lebih tinggi dibanding-
kan dengan kontrol. Makin tinggi nilai absorbant
sekresi hibridoma, semakin tinggi pula konsentrasi
antibodi monoklonal yang dihasilkannya. Namun hal
ini masih belum menggambarkan kemurnian dari
antibodi monoklonal sebelum hibridoma-hibridoma
produktif tersebut dikloning.

Kesepuluh hibridoma yang potensial dikloning
melalui pengenceran terbatas. Hingga akhir percoba-
an, telah diperoleh klon-klon hibridoma produktif
dan telah disimpan dalam tank nitrogen cair sebagai
bank hibridoma bakteri 4. hydrophila galur 26.

Penelitian ini baru mencapai tahapan penyediaan
hibridoma yang mensekresikan antibodi monoklonal.
Antibodi monoklonal dapat digunakan sebagai alat
untuk diagnostik secara imunologi (immunodiagnostic
tool) dan untuk imunisasi pasif pada ikan.

Kesimpulan

Hibridoma yang dihasilkan dari fusi antara sel limfosit
mencit yang telah diimunisasi dengan antigen A.
hydrophila galur 26 dengan sel mieloma Sp2/0-Ag
dapat memproduksi antibodi monoklonal.
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