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ABSTRAK

Keberhasilan penanggulangan penyakit ikan ditentukan oleh hasil diagnosis penyakit tersebut.
Cara diagnosis yang cepat dan tepat akan menghasilkan cara penanggulangan yang cepat dan
tepat pula. Tujuan dari penelitian ini adalah untuk menghasilkan alat diagnosis yang cepat dan
tepat untuk penyakit mikobakteriosis. Antigen yang berasal dari bakteri Mycobacterium fortuitum
dicampur dengan "lncomplete Freuds Adjuvanf'disuntikkan ke tubuh mencit Balblc dengan
dosis 0,1 mUekor (1O'gcfu/ekor). Penyuntikan ulang (boostefl dilakukan pada minggu kedua dan
ketiga. Setelah antibodi dalam tubuh mencit mencukupi (log'o 2-3), dilakukan penyuntikan akhir
sebanyak 0,2 mUekor. Fusi dilakukan antara sel limfosit dengan mieloma Sp2/0-Ag, dan setelah
terbentuk hibrid kemudian dilakukan proses kloning. Produksi antibodi monoklonal dilakukan
dalam Magnaflex-Flasks. Karakterisasi dan isotiping dilakukan terhadap produk tersebut. Data
hasil antibodi monoklonal yang disekresikan oleh hibridoma pada cawan I menunjukkan bahwa
hibridoma yang ada pada lubang No. A3, 81,Bz, c2, D3, D7, dan H2 serta No. A8, 84, D3, D7,E1,
F9, dan G4 pada cawan 2 merupakan hibridoma yang banyak mengeluarkan sekresi antibodi
monoklonal. Dari hasil isotiping ini ternyata antibodi monoklonal yang diperoleh terdiri atas lgGl
dan lgG2.

ABSTRACT Production and characterization of monoclonat antibodyanti-Mycobactrium
loriuitum used lor diagnostic tool tor mycobacteriosis. By: Hambali Supriyadi,
Taukhid, and Adin priadi

The success of control of fish disease depends on the accuracy of diagnostic result. Rapid and
accurate method of diagnostic used will lead to the accurate and rapid controt of fish disease. This
research aimed to establish the accurate and rapid diagnostic tool for mycobacteriosis. Antigen
made from Mycobacterium fortuitum was mixed with tncomplete Freuds Adjuvant, and then
iniected into Balb/C mice at the dose of 0.1 mL or equivalent with 1G cfu/mice. Boosters with the
same dose were given at Week 2 and Week 3. After high titer antibody in the blood attained (log,o
2-3), the mice were then boostered with 0.2 mL/mice. Fusion between lymphocyte and myeloma
SP2/O-Ag was done and then cultured in DMEM medium supplemented with l0% Foeial Calf
Serum (FCS) and Hypoxanthine-Aminopterin-Thymidine (HAT). The hybrids were cultured in
DMEM enriched wit 5% FCS and Hypoxanthine-Thymidine (HT) and then clonned. productions of
monoclonal antibody (MAb) was conducted in "Magnaflex" Ftask. Characterization and iso-typing
were done by comparing with commercially available immunoglobutin. The result indicated that
some hybrids at cell nos. 43, 81, 82, c2, Da, D7, H2 in plate I and cell nos. Ag, 84, Dg, D7, El, Fg,
and G4 in plate 2 produced MAb. Result from the isotyping test indicated that the MAb contained
immunoglobulin lgGl and AgG2.

KEYwoRDS: mycobacteriosis, monoclonal antibody, Mycobacterium fortuitum

PENDAHULUAN

Penyakit bercak merah pada ikan air tawar yang
disebabkan oleh bakteri Aeromonas hydrophila
merupakan masalah serius pada usaha budi daya
(Supriyadi & Taufik, 1981 ; Taufik, 't992) karena dapat
mengakibatkan kematian ikan antara 50%-100%
(Supriyadi & Rukyani, 1990). Keterlambatan
penanggulangan penyakit tersebut yang disebabkan

oleh penggunaan teknik diagnosis konvensional
melaluiserial uji biokimia merupakan masalah umum
yang sering dihadapi. Kesalahan diagnosis akibat
penggunaan metode diagnosa juga sering terjadi,
sehingga tindak penanggulangan yang diberikan juga
tidak tepat dan akhirnya mengakibatkan kerugian yang
lebih besar.

Teknik diagnosis cepat dengan menggunakan
antibodi monoklonal terhadap mikroorganisme yang
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lambat tumbuh seperti mikobakterium atau yang sulit
dikultur seperti virus, merupakan terobosan besar
dalam proses identifikasi mikroorganisme penyebab
penyakit baik pada manusia maupun hewan (Adams

et at.,1996; Chu et al., 1997). Diagnosis penyakit

bakterial pada ikan dengan metode serologis
umumnya dapat dilakukan dengan cepat, namun
sering terjadi kesalahan diagnosis karena
menggunakan antibodi yang kurang spesifik.
Penggunaan antibodi monoklonal untuk tujuan
tersebut dapat mengurangi tingkat kesalahan yang

terjadi (Campbell, 1 986).

Pen gemban gan " anti body p ro be s ( po lyc I o nal dan
monoclonal)" pada penyakit ikan akan sangat
berguna, baik sebagai alat untuk mendiagnosis secara
cepat (immunodiagnosis) maupun tindak
penanggulangannya (Adams et al., 1995).
Penggunaan antibodi monoklonal dalam bidang
imunologi perikanan pada hakekatnya sudah banyak
dikerjakan, seperti untuk studi imunoglobulin (lg) se-
rum pada ikan channel catfish (Lobb & Clem, 1982);
pada ikan trout (DeLuca et al., 1983); dan pada

kelompok ikan Cyprinus carpio (Secombes ef a/.,

1 983). Beberapa jenis antibodi monoklonaljuga telah
dapat digunakan untuk studi fungsionai terhadap
permukaan reseptor pada non specif ic cytotoxic cells
dan sel -B (Lobb & Clem, 1982).

Penggunaan antibodi monoklonal untuk keperluan
diagnosis penyakit ikan dan udang telah dilaporkan
oleh Kaatari et al. (1986) dan Adams et a/. (1995),

antara lain terhadap penyakit Renibacterium
salmoninarum dan Mycobacterium sp. MAb tersebut
merupakan antibody probes yang sangat spesifik,
sehingga dapat digunakan sebagai perangkat
imunologiyang ampuh dalam teknik diagnosis sepefti
ELI SA. im u noh istokhemistri dan i m u n of I u o- re sce nce
(Harlow & Lane, 1988 dalam Adams, 1995).

Penyakit bakterial yang disebabkan oleh bakteri
M ycobacte ri um sp. te rutama pada i kan ko nsu msi dan
ikan hias telah banyak dilaporkan (Nigrelli & Vogel,
1963; Chinabul et a\.,1990). Penyakit tersebut dapat
menimbulkan kematian lebih dari 20% pada ikan
gabus (Limsuwan elal., 1983)dan menurunl€n mutu

ikan itu sendiri.

Gejala klinis infeksi bakteritersebut sepeni mata
menonjol (exopthalmos), adanya benjolan pada tubuh,

dan terdapatnya bintil-bintil putih (tubercle) pada ginjal,

hati, dan limpa telah terlihat pada ikan gurami.

Monoklonal antibodi (Mab) yang disekresikan oleh
sel hibridoma merupakan antibody probes yang
spesifik, homogen, dan ampuh sebagai alat diagno-
sis (immunodiagnostic tools) penyakit ikan (Campbell,
1986; Kaatari et a\.,1986; Harlow & Lane, 1988).
Antibodi monoklonal anli Aeromonas hydrophila strain

26 sudah dapat diproduksi (Supriyadi ef a\.,1997);
dan telah digunakan untuk mendiagnosis penyakit

infeksi bakteri A. hydrophila pada ikan air tawar
(Supriyadi et a\.,1997). Tujuan penelitian ini untuk
mendapatkan antibodi monoklonal anti Mycobacte-
rium sp. yang diharapkan dapat digunakan sebagai
alat untuk mendiagnosrs penyakit tuberkulosis pada

ikan secara cepat, dan sebagai bahan untuk imunisasi
pasif.

BAHAN DAN METODE

Antigen dan lmunisasi

Antigen yang digunakan pada percobaan ini
adalah bakte ri Mycobacte riu m f o rtu itu m yan g di isolasi

dari ikan gurami sakit, hasil penelitian 1998/1999.
lsolat murnidibiakkan dalam media Shautons selama
7 hari dan dilakukan pemanenan sistem kering.
Suspensi antigen dicuci dua kali dengan larutan garam

fisiologis (salin 0,85%); dan diinaktivasi dengan
alkohol (3% vlv) selama 15 menit. Kadar protein
sediaan antigen dioptimasi menggunakan metode
Lawry et al. (195'1) dan dianalisis dengan metode
Enzyme Linked lmmunosorbent Assay (ELISA).

Mencit Balblc berumur 8 minggu diinjeksi antigen
(priming) yang dicampur dengan lncomplete Freund's
Adjuvant (lFA) dengan perbandingan 1:1 (v/v) dan
dilakukan secara intraperitoneal pada dosis 0,1 mU
ekor atau setara dengan 10e cfu/ekor mencit. Pada
minggu ke-2 dan ke-3 dilakukan injeksi ulang (booster)

dengan antingen dan dosis yang sama seperti pada

saat penyuntikan yang pertama. Setelah diketahui
bahwa kadar antibodi yang terbentuk cukup tinggi (log,o

2-3) berdasarkan hasil pengukuran dengan teknik
ELISA, maka dilakukan injeksi terakhir dengan anti-
gen serupa tanpa penambahan IFA dan diberikan
secara intravenapada dosis 0,2 mUekor. Empat hari

kemudian dari saat penyuntikan terakhir, dilakukan
pemfusian sel limfosit hiperimun dengan sel mieloma
Sp-2/O-Ag.

Hibridasi, Kloning, dan Skrining Antibodi

Suspensi sel limpa mencit dicuci dua kalidengan
Dubetco Modified Eagle's Medium (DMEM), lalu
diproses hingga diperoleh suspensi splenosit yang

siap difusikan dengan sel lestari (mieloma) Sp2/0-Ag'
Penghitungan konsentrasi sel limfosit dan sel lestari
dilakukan menurut metode Schots et al. (1992)
masing-masing dengan menggunakan larutan turkdan
tryphan blue.

Fusiantara sel limfosit dengan sel lestaridilakukan
menurut Thorns & Morris (1983) dengan bantuan
larutan PEG 4000 (Kohler & Milstein, 1975) selama
60 detik. Sel hasilf usi dibiakkan dalam DMEM yang
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disuplementasi dengan '10% foetal calf serum (FCS) imunoglobulin spesifik komersial dengan teknik ELISA
dan Hypoxanthine'Aminopterin-Thymidine (HAT). (Schots et at., 1992). lmunoglobulin spesifik yang
Setelah terbentuk hibrid, media yang digunakan digunakan adalah lgG-1, lgG-2, lgc-2b, lgG-3, lgA]
adalah DMEM yang diperkaya dengan 5% FCS dan Oan tg[A.
Hypoxanth i ne-Thymid i ne (HT).

HASIL DAN BAHASAN

Hasil dari titrasi antigen yang dilakukan dengan
pengenceran antigen 1:400 menunjukkan
pengenceran yang maksimal, sehingga reaksi antara
antigen dan antibodi dapat terjadi, dan pada tahap
pengenceran tersebut hasil reaksi terjadi cukup bagus.
Sedangkan pada pengenceran yang lebih rendah
walaupun hasilnya cukup bagus tapi boros dalam
penggunaan antigen (Tabel 1).

Tidak semua hibridoma yang dihasilkan dapat
Produksiantibodi monoklonaldilakukan secara rn mensekresikan antibodi monbklonal dengan jumiah

vitro. Produksi secara in vitro dilakukan dalam

Kloning sel hibridoma dilakukan mengikuti
prosedur pada metode pelarutan terbatas (Thorns &
Morris, 1983); ditumbuhkan dalam DMEM yang
disuplementasi dengan Peritoneum Exudate Celts
(PEC). Pertumbuhan set-set hibrid yang tetah dikloning
dimonitor tiap hari, dan terhadap sel hibridoma yang
normal segera dilakukan skrining terhadap hasil
sekresinya dengan teknik ELISA.

Produksi Antibodi Monoklonal

Tabel 1.

Table 1.

Nilai titrasi antigen Mycobacterium fortuitum dengan konjugat paoa pengenceran 1/2.000, dan
serum pada 'l1100, serta antigen pada pengenceran 1/50 sld l/1.600 daiam uji Enzyme Linked
lmmunosorbent Assay (ELISA) pada 414 nm
The titerof Mycobacterium fortuitum with conjugate dilution of l/2.000, serum of 1/100, and
antigen dilution of t/50 to t/l.600 in ELTSA test at 414 nm

Pengenceran Antigen
Antigen Ditutioi oD Qcositive) OD (negative)

1:50

1:100

1:200

1:400

1:800

1:1600

1.503
'l.472

1.264
1.399
1 .181

1.213
0.737
0.713
0.467
0.437
o.237
0.323

0.1 62
0.1 38
0.1 31

o.'t37
0.1 33
0.152
0.146
0.1 31

0.143
o.142
0.1 38
0.'t37

Keterangan: OD =
Note: OD =

nilaidensitas optik
value of optical density

Magnaf lex-Flasks menurut metode yang
dikembangkan oleh Campbell (1986) terhadap kton
hibrid yang potensial. Media yang digunakan adalah
DMEM dengan 2o/"FCS.

Karakterisasi dan lsotiping Antibodi
Monoklonal

Uji kepastian sifat monoklonal dari antibodi
monoklonal yang dihasilkan dilakukan dengan teknik
immunoblotting. Sedangkan determinasi MAb hasil
produksi dilakukan dengan menggunakan

yang banyak, hal inidapat dilihat dari uji ELTSA yang
dilakukan terhadap sekresi dari beberapa hibridoma.

Dari data hasil antibodi monoklonal yang
disekresikan oleh hibridoma pada cawan I

menunjukkan bahwa hibridoma No. A3, 81,BZ,C2,
D3, D7, dan H2 merupakan hibridoma yang banyak
mengeluarkan sekresi antibodi monoklonal. Titer
antibodi monoklonal yang dihasilkan cukup tinggi
terbukti dengan masih dapat bereaksi pada
pengenceran serum sebanyak 1:400. Dari data
tersebut di atas densitas optik dari lubang yang
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menghasilkan antibodi monoklonal pada A3, D3, dan

H2 temyata nilainya sama dengan kontrol positif pada

G8 dan G9. Halyang sama terjadi pada cawan 2 di

mana pada 84 nilainya mendekati kontrol positif pada

G8 dan G9 (Tabel 2).

digunakan dalam memproduksi monoklonal antibodi.

Adapun kegunaan dari monoklonal antibodi tersebut

selain dapat dimanfaatkan untuk alat diagnosis yang

tepat juga dapat digunakan untuk membentuk
kekebalan. Dari nilai absorbansidapat diketahui bahwa

Tabel2. Nilai absorban dari supernatan yang disekresikan oleh hibridoma anti Mycobacterium fortuitum

pada cawan I

Table 2. The absorbance value of supernatant secreted by hybridoma anti-Mycobacterium fortuitum in
plate I

Nilai absorban supernatan yang disekresikan oleh hibridoma pada cawan I

The absrbance value of etpernatant ecreted by hybridoma in plate I
Seri lubang
Hole eries

A
B
c
D

E

F

G

H

0.282
1.271
0.307
0.355
0.268
0.323
0.310
0.381

0.1 86
0.293
0.29
0.292
0.287
0.295
0.285
0.274

0.298
0.273
o.274
0.289
0.303
0.293
0.278
0.310

0.304
0.291
0.296
0.274
0.273
0.252
0.266
0.300

0.318 1.342
0.196 0.273
1.236 0.261
0.295 1.381

0.347 0.294
0.319 0.237
0.295 0.311

1.357 0.250

0.296 0.287 0.342
0.273 0.287 0.281

0.248 0.281 0.272
1.288 0.355 0.279
0.309 0.303 0.295
0.290 0.284 0.299
0.291 1.420 1.383

0.280 0.242 0.254

Keterangan:

Note:

Agar antibodi monoklonal yang dihasilkan dapat

dipakai untuk diagnosis, harus memiliki sifat yang

sangat spesifik terhadap antigen asalnya. Kespesifikan

initidak lagi dalam tahap spesies melainkan sampai
tahap strain atau sub-spesies. Oleh karena itu terhadap
sekresi yang berasal dari lubang yang menunjukkan
produksi antibodi monoklonal tersebut kemudian diuji

immunoglobulin spesifiknya melalui uji isotiping.
Sebagai pembanding digunakan immunoglobulin yang

secara komersial mudah didapat yaitu lgG-1, lgG-2,

lgG-2b, lgG-3, lgA, dan lgM. Dari hasil isotiping ini

temyata antibodi monoklonal yang diperoleh terdiri atas

lgGl dan lgG2. Hasil ini sesuai dengan yang telah

didapatkan Adams et al. (1996) yang hanya
mendapatkan lgGl dan lgG2 dari6 monoklonalantibodi
yang diproduksi dari Mycobacterium sp.

Demikian juga hasil dari uji reaksi antigen antibodi
yang diuji melalui uji ELISA pada cawan 2 (Tabel 3)

menunjukkan bahwa hibrid pada lubang No' A8, 84,
D3, D7, E1, F9, dan G4 merupakan hibrid yang banyak

menyekresikan monoklonal antibodi yang paling

banyak. Hal ini berarti bahwa hibridoma-hibridoma
tersebut dapat dipilih dan dikoleksi untuk dapat

sel yang dicetak tebal adalah supernatan yang memperlihatkan nilai absorban yang cukup

tinggidibanding dengan lainnya. Sedangkan sel No. G8 dan G9 merupakan nilai kontrol

positif dan sel No. H8 dan H9 merupakan nilai kontrol negatif

Ce1 printed in botd indicated high absorbance vatue that secreted by hybridoma. Cell nos.

GB and G9 the value of positive control meanwhite cell nos. H8 and H9 the value of negative

control

hibridoma A3, D3, dan H2 yang terdapat pada cawan

1 serta 84 pada cawan No. 2 merupakan hibrid yang

paling banyak menyekresikan antibodi monoklonal.

Sehingga dapat dipertimbangkan bahwa hibridoma-

hibridoma tersebut merupakan bahan yang tepat untuk

dipakai dalam produksi monoklonal antibodi' Namun

demikian perlu diuji terlebih dahulu spesifitas
antibodinya berdasarkan pada jenis immunoglobulin
yang dihasilkannya.Dari hasil uji tersebut ternyata
menunjukkan bahwa immunoglobulin lgGl dan lgG2

merupakan komponen immunoglobulin dari sekresi
yang dihasilkan.

Dari data hasil isotiping yang menunjukkan hasil
yang sama baik yang diperoleh dari cawan I maupun

cawan 2 menunjukkan adanya kesamaan dari
hibridoma yang ada pada cawan 1 maupun cawan 2.

Kesamaan tersebut melambangkan spesivitas dari

antibodi monoklonal yang dihasilkan oleh masing-

masing hibridoma.

Untuk produksi massal dari antibodi monoklonal ini

pada prinsipnya dapat dilakukan dengan menggunakan

tissue culture (T/C) maupun dengan menyuntikkan

hibridoma tersebut ke dalam tubuh mencit' Namun dari
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Tabel B. Nilai absorbance dari supernatan yang disekresikan oleh hibridoma anli Mycobacterium foftuitum
padacawan ll

Tabte S. The absorbance of supernanat secreted by hybridoma anti-Mycobacterium fortuitum in plate ll

Seri lubang
Hole eries

Nilai absorban dari supernatan yang disekresikan oleh hibridoma pada cawan ll

The absrbance value ol eryernatant screted by hybridoma in plate ll

A
B

c
D

E

F

G
H

0.232 0.249 0.'183

0.208 0.201 0.207
0.2't5 0.203 0.182
0.219 0.'197 1.287

1.072 0.218 0.176

0.193 0.208 0.177
0.24 0.204 0.187
0.338 0.192 0.213

sel yang dicetak tebal adalah supernatan yang memperlihatkan nilai absorban yang cukup

tinggidibandingkan dengan yang lainnya. Sedangkan sel No. G8 dan G9 merupakan kontrol
positif dan sel H8 dan H9 merupakan nilai kontrol negatif

Cettprinted in botd indicated high absorbance value that secreted by hybridoma. Cell No.

G8 and G9 the vatue of positive control meanwhile cell No. H8 and H9 the value of negative
control

0.229 0.236 0.225
1.317 0.2',13 0.184
0.174 0.212 0.187
0.175 0.175 0.173

0.173 0.227 0.206

0.18 0.178 0.178

1.24 0.193 0.194
0.214 0.211 0.212

0.242
0.1 85
0.214
1.106
0.206
0.1 99

0.086
0.994

0.916
0.207
0.203
0.19

0.1 91

0.245
1.444
0.177

0.222
0.217
0.226
0.195
0.1 93

1.238
't,420

0.206

Keterangan:

Note:

segi kemurniannya lebih disarankan untuk
menggunakanT/C.

KESIMPULAN

Antibodi monoklonal ternyata dapat disekresikan
oleh hibridoma hasilfusidarisel limfosit dengan sel
myeloma Sp2/O-Ag. Banyaknya antibodi monoklonal
yang disekresikan akan tergantung pada klon
hibridoma itu sendiri.

Untuk memperoleh antibodi monoklonal yang lebih
murni maka produksinya lebih disarankan untuk
mengggunakan metode tissue culture (TC).
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