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BAB I
PENDARULUAN
1. Latar Belakang Penelitian

Usaha peternakah di Indonesia merupakan salah satu
usaha yang cukup penting dan tak jarang merupakan salah
satu sumber perekonomian bagi sebagian masyarakat. Se=-
hingga cukup beralasan jika pemerintah turut campur da=-
lam menangani subsektor peternakan ini.

Pengembangan subsektor peternakan akan berhasil
Jjika didukung oleh cukup tersedianya pakan, bibit serta
pengawasan kesehatan yang baik. Usaha pengembangan pe-
ternakan dapat mengalami hambatan bahkan kegagalan oleh
karena beberapa faktor diantaranya wabah penyakit. Di -
antara penyakit yang cukup penting adalah penyakit bak-
terial yang disebut PASTEURELLOSIS.

Pasteurellosis adalah penyakit menular yang di-
sebabkan oleh kuman Pasteurella multocida ~yang dapat
menyerang beberapa hewan piaraan misélnya sapi, kerbau,
babi dan unggas. Kerugian yang disebabkan oleh penyakit
ini pada hewan piaraan cukup besar. Pada unggas kerugi-
an yang ditimbulkan dapat mengakibatkan kematian ayam
10 - 20 %, sedang pada itik dapat mencapai 50 %, demiki-
an juga pada kalkun ( Anonymous, 1982 ). Pada hewan lain
seperti sapi, kerbau, babi kerugian yang ditimbulkan da-
pat menyebabkan penurunan berat badan serta kehilangan
tenaga kerja untuk membantu pertanian dan pengangkutan.:
Kerugian yang disebabkan pasteurellosis pada hewan se-
perti sapi, kerbau, babi di Indonesia diperkirakan

&
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mencapai 5,4 milyar rupiah tiap tahun ( Anonymous,
1982 ).

Untuk menangani penyakit ini ada "~ beberapa Jjalan
yang dapat dilakukan antara lain dengan pencegahan pe-
nyakit. Hal ini dapat dilakukan dengan jalan vaksinasi,
tetapli jika agen penyakit tersebut pada hewan sudah me-
nimbulkan penyakit maka dapat dilakukan pengobatan deng-
an antibiotik atau golongan sulfa ( Siegmund, 1979 ).

Selain itu jika kuman ini mencemari peralatan dan
kandang, maka kita dapat memberantasnya dengan mengguna-
kan desinfektan atau bahan-bahan kimia lainnya. Dalam
penggunaan bahan kimia:ini selain sifat khusus dari ba-
han kimia tersebut, pH juga ikut memegang peran yang
cukup penting dalam proses mematikan agen penyakit.

Agar kita lebih pasti dalam menentuken agen pe -
nyakit ini'sehingga dapat mendukung diagnose, maka kita
perlu mengisolasi dan mengidentifikasi agen penyakit
ini. Dalam mengisolasi P. multocida kadang-kadang kita
kesulitan untuk menumbuhkan kuman ini, hal ini mungkin
terkontaminasi oleh kuman lain atau juga pada plate ter-
sebut tidak dijumpai adanya pertumbuhan kuman dan ini
mestinya tidak kita harapkan. dalam hal ini ternyata
PH lingkungan memegang peran yang cukup penting sehingga
kadang-kadang kuman tersebut tidak tumbuh. Dengan menge-
tahui sifat-sifat P. multocida yang térnyata dipengaruhi

oleh pH maka kita dapat mengatur pH tersebut untuk
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untuk menumbuhkan atau mematikan kuman ini.

Sedang sifat kuman P. multocida ini antara lain
termasuk kuman Gram negatip, berbentuk batang pendek .
Pada pewarnaan methylen biru tampak bipoler, tidak mem-
bentuk spora dan tidak bergerak ( non motil ). Kuman ini
mudah rusak pada suhu 60°C selama 10 menit dan kuman ini
yang tertinggal dalam karkas yang busuk mampu bertahan
selama 3 bulan. Kuman ini dapat tumbuh pada kisaran pH
6,2 sampai 9 ( Hofstad dkk, 1984; Merchant dan Packer,
1971 ). Bahkan salah satu sero type I ( B ) oleh Bain
telah ditunjukkan bahwa sel kuman ini tidak rusak pada
kisaran pH 4,5 sampai 9,5 ( Soltys, 1963 ).

Dari sifat-sifat tersebut tampak bahwa pH ling =
kungan berperan cukup penting untuk pertumbuhan kuman
ini. Jika pH lingkungan tidak sesuai maka akan mengham-
bat atau bahkan dapat mematikan kuman ini.

Identifikasi Masalah

Dari gambaran yang telah diuraikan di atas maka
dapat diidentifikasi masalah sebagai berikut :

1. Apakah daya hidup dan pertumbuhan kuman P. multocida
dipengaruhi oleh pE lingkungan?.

2. Apakah waktu juga berperan dalam mempengaruhi pertum-
buhan kuman P. multocida?.

Tujuan Penelitian

Tujuan dari penelitian adalah :

1. Untuk mendapatkan gambaran pada pH berapa kuman P.

mul tocida tumbuh baik
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2. Untuk mengetahui sampai pada pH berapa kuman P. mul-
tocida masih mampu bertahan dan pada pH berapa kuman
tersebut benar-benar mati.

Kegunaan penelitian

Hasil penelitian ini diharapkan zkan dapat me =
lengkapi informasi tentang pengaruh pH terhadap pertum-
buhan kuman P. multocida. Dari penelitian ini diharap =
kan pula kita akan dapat memilih bahan kimia yang cocok
yang dapat dipergunakan untuk memberantas P. multocida
berdasarkan daya hidup kuman terhadap pH.

Kerangka penelitian

Kuman P. multicida ini untuk pertumbuhannya me-
merlukan nutrisi dan pH lingkungan yang cocok. Jika pH
lingkungan ini tidak cocok maka pertumbuhan kuman akan
terhambat atau bahkan kuman akan mati. Untuk itulah pH
lingkungan diatur sesuai dengan kebutuhan kita. Untuk

pertumbuhan optimal kuman ini memerlukan pH antara 7,2

sampai 7,4. Tetapi kuman ini masih dapat tumbuh pada

kisaran pH 6,2 sampai 9,0. Pada pH 7 kuman ini mampu
bertahan hidup 5 sampai 100 hari dan pada pH 8 kuman
ini mampu bertahan hidup selama 24 sampai 85 hari.

Semua yang tersebut diatas ditumbuhkan pada media baik

itu berupa darah, serum darah, bangkai ataupun media

buatan. Sedang dalam penelitian ini kuman dikontakkan
dengan larutan pH tanpa media selqpa 5, 15 dan 25 menit
kemudian setelah itu baru ditanam pada media buatan pH

netral.
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6. Hipotesis
Berdasarkan sifat-sifat tersebut di atas maka
dapat dikemukakan hipotesis sebagai berikut :
1. Hipotesis O : Daya hidup kuman P. multocida tidak
banyak dipengaruhi oleh pH lingkungan.
Hipotesis 1 : Daya hidup kuman P. multocida sangat
dipengaruhi oleh derajat pH lingkungan.
2. Hipotesis O : Daya hidup kuman P._multocida dalam
berbagai derajat pH lingkungan tidak
banyak dipengaruhi oleh waktu.
Hipotesis 1 : Daya hidup kuman P. multocida dalam
berbagali derajat pH lingkungan sangat
dipengaruhi oleh waktu.
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BAB II
TINJAUAN PUSTAKA
1. Tinjauan Kuman
l.1. Sejarah

Pasteurellosis adalah penyakit menular yang di-
sebabkan oleh kuman Pasteurella multocida yéng dapat
menyerang beberapa hewan piaraan misalnya sapi, ker =
bau, babi dan unggas.

Hofstad dkk, 1984 menyatakan dalam bukunya, bah-
wa penyakit ini pertama kali dipelajari oleh Chabert
(1782) di Perancis dan Mailet (1836). Huppe (1886)
menggunakan istilah Hemorrhagic septicemia untuk me-
nyebut penyakit yang disebabkan oleh mikro organisme
bipoler dan Lignieres (1900) memberikan nama tambahan
setelah Pasteurella sesuai dengan nama hewan yang di-
serang, misalnya pada sapi disebut Pasteurella bovine
pada domba disebut Pasteurella gzlgg dan sebagainya.

Pasteur (1880 - 1881) mengisolasi, memurnikan
serta menyelidiki untuk digunakan memprodusi kekebal-
an., Kemudian Merchant dan Packer, 1971 dalam ' bukunya
menyatakan, bahwa studi perbandingan pada strain kuman
ini yang diisolasi dari hewan yang berbeda didapat
suatu kenyataan bahwa semua strain tersebut mempunyai
sifat morfologi, biokimia, serologi dan patologi yang
sama,viehman dan Neumann menyebutnya ggﬁillus hemo -
rrhagicae septicemia. Gay dkk (1936) menyarankan peng-
gunaan nama Pasteurella pluriseptica atau septica.
Topley dan Wilson (1936) menyaran penggunaan nama

6
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Pasteurella septica dan menyebut hewan yang terkena
jika perlu. Rosenbusch dan Merchant (1938) mengguna
kan nama Pasteurella multocida untuk menyebut organis-
me penyebab Hemorrhagic septicemia.

x Sudana, 1982 dalam bukunya menyatakan, bahwa
kejadian pasteurellasis pada unggas di Indonesia per-
tama kali dilaporkan oleh Bubesman (1921) _pada ayam,
kemudian menyusul pada entok dan itik (1952). Selan=-
Jutnya berturut-turt isolasi Pasteurella dilakukan
oleh Utoyo (1952), pada burung oleh Sri Purnomo(1970)
pada ayam oleh Soebronto dkk (1977), Masduki Partadi-
redja (1979) dan Sri Purnomo (1979) pada itik.

Sedang kejadian pasteurellosis pada ayam di
Surabaya tahun 1972 pernah dilaporkan oleh Maes
( Sadik dan Soelistyanto, 1979 ).
Morfologi dan sifat pewarnaan

Pasteurella multocida adalah bakteri yang ber -
bentuk batang pendek gemuk atau cocoid dengan ukuran
lebar antara 0,25 sampai O,4 mikro meter dan panjang_
antara 0,6 sampai 2,6 mikro meter. Setelah mengalami
penanaman berulang-ulang pada media agar, organisme
ini mempunyai kecenderungan berbentuk batang, rantai
dan filamen dengan berbagai ukuran panjang. Sifat ku-
man ini antara lain Gram negatip, non motil, Dbipoler
dan tidak membentuk spora. Organisme ini memiliki kap-

sul ketika baru diisolasi dari kasus penyakit dan
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kapsul tersebut sebagian besar terdiri atas asam hya-
lurinic ( Cowan dan Steel's, 1973; Hagan dan Bruner ,
1961; Hofstad dkk, 1984; Merchant dan Packer, 1971 ).
Pertumbuhan

Pasteurella multocida tumbuh baik pada = suasana
aerobik dan anaerobik dengan suhu optimal 57°C. Kuman
ini dapat tumbuh optimal pada pH 7,2 sampai 7,4, te-
tapi masih dapat tumbuh pada kisaran pH 6,2 sampai 9.
Pada media cair pertumbuhan maksimal dicapali dalam
waktu 16 sampai 24 jam dan pada media cair tampak ke-
ruh merata. Pada pupukan yang lebih tua terdapat en-
dapan terutama dari koloni yang bersifat . rough dan
pada pupukan yang lebih tua lagi terdapat selaput pada
permukaan cairan. Pertumbuhan akan lebih baik jika di-
tambahkan serum darah pada media tersebut ( Hagan dan
Bruner, 1961; Hofstad dkk, 1984; Merchant dan Packer,
1971 ).VNamun demikian tidak semua serum darah dapat
digunakan karena ada serum darah dari beberapa hewan
yang menghambat pertumbuhan kuman P. multocida. Peng-
hambatan ini sebagian besar dilakukan oleh serum dari
darah kuda, sapi, domba dan kambing. Sedang serum da-
rah dari darah ayam, itik, babi dan kerbau sedikit
atau bahkan tidak menghambat sama sekali ( Hofstad dkk
, 1984 ).

Media yang cocok dan sering digunakan untuk pe-

mupukan P, multocida adalah tryptose agar
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( Anonymous, 1971; Curtis, 1980 ). Sedang untuk me -
nyuburkan pupukan tersebut dapat ditambahkan darah
atau serum darah pada agar tersebut. Pada agar darah
P. multocida tidak menyebabkan hemolisis dan pada me-
dia Mac-Conkey kuman ini tidak tumbuh ( Anonymous,
1971 ). *
l.4. Morfologi koloni
Pada prinsipnya ada tiga bentuk koloni kuman
P. multocida yang dapat ditemui pada agar plate. Ko-
loni kuman tersebut antara lain :
l.4.1. Koloni fluorescent
Koloni fluorescent ukurannya sedang dan mem-
punyai sifat tersendiri, virulen ( Hagan dan Bruner
, 1961 ). Koloni bentuknya bulat dengan garis te =
ngah ( 2 = 3 mm ), halus, cembung, translusen meng-
kilap dan cenderung untuk menyatu. Koloni kuman war-
nanya agak putih, sel kuman berkapsul. Koloni fluo=
rescent ini diperoleh dari isolasi kasus akut (
Merchant dan Packer, 1971 ).
l.4.2., Koloni biru
Koloni biru mempunyai ukuran kecil dan mempu-
nyal sifat tersendiri. Kuman ini virulensinya rendah
terhadap tikus dan dapat bersifat autoaglutinin (
Hagan dan Bruner, 1961 ). Bentuknya bulat dengan
garis tengah ( 1 - 2 mm ), halus, cembung atau détar

, translusen dan tidak membentuk kelompok.
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Sel dari kuman ini tidak membentuk kapsul dan umum-
nya virulensinya rendah. Koloni kuman ini diperoleh
dari kasus kronis. Koloni biru ini disebut juga ko=
loni rough ( Merchant dan Packer, 1971 ).
l.4.3. Koloni intermediate

Koloni intermediate ini bentuk dan sifatnya
terletak antara koloni fluorescent dan koloni biru.
Koloni intermediate ini disgbut juga koloni mucoid

( Merchant dan Packer, 1971 ).

Hedleston, Watko dan Rebers (1964) menyatakan
bahwa penanaman berulang-ulang koloni fluorescent
sering mengalami disosiasi ke koloni biru dan koloni
biru kadang-kadang mengalami disosiasi ke koloni abu-
abu, tetapi kedua koloni tersebut umumnya dapat kem =
bali ke koloni fluorescent jika dipasasekan ke kelinci
( Anonymous, 1971 ).

l.5. Sifat biokimiawi

Strain dari spesies ini menunjukkan variasi yang
besar dalam memfermentasikan karbohidrat. P.multocida
memfermentasikan glukose, galaktose, mannose dan ma-
nitol. Hasil yang bervariasi didapat dalam memfermen-
tasikan laktose, xylose, arabinose, dulcitol,sorbitol
dan fruktose. Kuman ini tidak memecah rafinose, rham-
nose, inositol, salisin dan dextrin. Fermentasi meng-
hasilkan asam tanpa membentuk gas, urease tidak di -
produksi dan indol selalu dihasilkan ( Merchant dan
Packer, 1971 ).
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l.6. Sifat resistensi terhadap bahan kimia dan fisik

P. multocida mudah mati pada suhu 60° C selama
10 menit. Organisme yang infektif dan tertinggal da-
lam karkas yang membusuk dapat bertahan selama 3 bu -
lan. Stok kuman akan cepat mati setelah disimpan da-
lam refrigerator, tetapi sebagian kultur kuman masih
dapat bertahan hidup untuk beberapa bulan sampai tahun
jika disimpan dalam temperatur kamar. Sebagian kultur
kuman akan turun virulensinya jika ditanam pada media
buatan, tetapi umumnya virulensi kuman ini dapat di=-
perbaiki dengan mempasasekan pada hewan percobaan (
Merchant dan Packer, 1971 ). Kultur kuman ini cepat
mati oleh sebab itu pemindahan kultur dilakukan dua
kali--sebulan. Beberapa penulis menduga bahwa organis-
me ini banyak hidup sapropit, serta hidup normal pada
membran mukosa ( Hagan dan Bruner,_l961 )e

Das (1958) menyatakan bahwa darah dari tikus _
yang terinfeksi organisme ini dan melekat pada cotton
swab dapat bertahan selama 118 jam, tetapi mati sete-
lah 166 jam. Lapisan darah yang mengandung kuman ini
dapat bertahan setelah 24 jam, tetapi mati setelah 30
jam. Das juga melaporkan bahwa darah yang terinfeksi
dan mengecap pada tabung gelas yang terletak pada
ruang yang dingin, organisme ini akan tahan hidup se-
lama 221 hari. Skidmore (1932) meneliti bahwa orga =

nisme ini tahan hidup pada darah ayam kering : -
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yang menempel pada gelas selama 8 hari, tetapi mati
pada hari ketigapuluh pada temperatur kamar. Dimov
dalam eksperimennya (1964) meneliti bahwa P. multocida
cepat mati pada tanah dengan kelembaban kurang 40 %,
Pada kelembaban 50% dan temperatur 20°C kuman ini ta-
han hidup. Sebuah kultur kuman fahan hidup tanpa me-
ngalami penurunan virulensinya selama 113 hari pada
tanah dengan kelembaban 50 % pada temperatur 3°C pada
pH 7,15, dikutip dari Hofstad dkk, 1984. Bain (1959)
telah menunjukkan bahwa strain type I resisten terha-
dap hyaluronidase dan sel kuman tidak rusak pada pH
4,5 sampai 9,5 ( Soltys, 1963 ).

Organisme ini peka terhadap antibiotik, tetapi
kuman ini juga resisten terhadap beberapa antibiotik
seperti streptomisin, basitrasin, neomisin dan vio =
mysin. Preparat sulfa khususnya sulfathiazole, sulfa-
methazine dan sulfamerazine adalah efektif untuk pe-
ngobatan penyakit ini ( Merchant dan Packer, 1971 ).
Serotype

Para peneliti sejak lama telanh berusaha untuk
mengklasifikasikan kuman ini. Walau pada kenyataannya
kuman ini menunjukkan sifat-sifat yang sama, tetapi
ada juga perbedaannya. Berdasarkan perbedaan-perbeda-
an inilah para ahli berusaha mengelompokkan sifat -
sifat yang sama dalam satu grup.

Orang yang pertama;tama berusaha mengelompokkan

P. multocida ini dalam beberapa serotype adalah .
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Rosenbusc dan Merchant (1939). Mereka mengelompokkan
P. muifocida dalam tiga kelompok yaitu grup I, II,
dan III berdasarkan fermentasi dan zzglutinasi. Kemu-
dian disusul oleh Little dan Lyon (1943) telah me -
ngelompokkan juga dalam tiga kelompok yaitu grup 1 ,
2 dan 3.berdasarkzn slide aglutinasi test. Roberts
(1947) berdasarkan mouse protection test telah menge-
lompokkan dalam empat kelompok yaitu grup I, II, III,
IV dan dilengkapi menjadi lima oleh Hudsen (1954)
yaitu grup V. Carter (1955) telah membagi P. multo - -
cida ini dalam lima kelompok yaitu grup A, B, C, D,
dan E berdasarkan hemgglutinasi proteksi ( Bain,
1963 ). Terakhir Namioka dan Bruner (1963) berdasar-
kan Hemaglutinasi test dan aglutinasi test telah me-
ngelompokkan P, multocida dalam empat serotype yaitu
5:A, 8:A, 9:A dan 2:D yang dihubungkan dengan kolera
pada unggas ( Hofstad dkk, 1984 ).
2. Tinjauan Pengaruh pE Terhadap Kuman
£l DH
Sorensen (1909) telah mengemukakan bahwa pH ada-

lah sebagai nilai perbandingan logaritmis dari konsen-

trasi ion hydrogen,dikutip dari Cruickshank, 1975 dan

Porter, 1950. Penyebutan pH ini (p) merupakan standart

untuk potzen yang berarti kekuatan, adalah merupakan

indeks atau logaritmis dan (H) adalah merupakan kon =

sentrasi ion hydrogen. Jadi difinisi diatas dapat di-
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dinyatakan dalam persamaan berikut.

pPH = log _—_T;IT—-

Nilai pH suatu larutaen dapat terganggu keseim -
bangannya oleh temperatur. Dengan meningkatnya tempe-
ratur maka disosiasi ion H* akan meningkat sehingga
menyebabkan pH turun ( Porter, 1950 ). Untuk itu di-
perlukan larutan penyangga.

Larutan penyangga

Larutan penyangga adalah suatu larutan yang ti-

dak hanya penting untuk pengencer mikro organisme de-
ngan sebuah kisaran pH tertentu, tetapi juga penting
untuk menjaga kisaran pH yang sama. Larutan " pH ini
mempunyal kecenderungan untuk mempertahankan perubah-
an konsentrasi ion hydrogen ( Cruickshank, 1975 ).
Larutan penyangga tersebut dibuat dari campuran asam
lemah dengan garamnya atau alkali lemgh dengan garam-
nya ( Cruickshank, 1975; Giese, 1973 ).
e Larutan penyangga biasanya ditujukan untuk mem-
pertahankan daya hidup, mempertahankan perubahan kon-
sentrasi ion hydrogen dan hanya berefek ringan terha-
dap pengenceran.

Larutan penyangga adalah larutan yang cocok dan
ideal untuk digunakan sebagai bzhan biologi karena
larutan ini tidak beracun dan tidak menggaﬁggu fisio-
logi sel, tidak mempengaruhi atau bereaksi dengan or-

ganisme hidup ( Cruickshank, 1975 ).
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2.35. Pengaruh pH terhadap kuman

Untuk pertumbuhan yang baik . kuman memerlukan
nutrisi dan lingkungan yang cocok, lebih-lebih lagi
untuk ditumbuhkan pada media buatan. Dalam pemupukan
pada media buatan pH media tersebut berperan cukué
penting untuk pertumbuhan kuman. Karena jika pH ter-
sebut tidak cocok akan menghambat atau bahkan mema -
tikan kuman. Jadi untuk pertumbuhan kuman ini pH me-
megang peran yang penting. Sedang pH tersebut mempe-

ngaruhi kuman melalui beberapa cara.

2.3.1. Pengaruh pH terhadap membran sel

Dalam hal ini yang berperan penting dalam
mempengaruhi sel kuman adalah konsentrasi ion hy-
drogen ( H' ) dan konsentrasi ion hydroksil ( OHT),
Ion hydrogen secara tidak langsung mempengaruhi
permeabilitas dan metabolisme sel ( Lamana, 1959 ).

Pada sel yang berperan mengatur permeabilités
sel adalah membran sel atau disebut juga membran
sitoplasma. Kita ketahui bahwa membran sitoplasma
pada sel kuman adalzh merupakan suatu lapisan yang
tipis terletak diantara dinding sel dan protoplas-
ma. Membran ini tersusun dari fosfolipid dan pro-
tein yang membentuk suatu model mosaik cairan (
Volk dan Wheller, 1988 ).

Sedang fungsi membran ini adalah sebagai mem-

bran yang semipermeabel yang secara selektif
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mengontrol masuk keluarnya bahan yang .diperlukan

dan membuang zat-zat sisa yang tidak diperlukan (

Frobisher, 1962; Pelczar dan Reid, 1972; Volk dan

Wheller, 1988 ). Dalam hal ini ion hydrogen dapat
mempengaruhi proses bakterial dengan Dberkompeéetisi

dengan ion nutrisi pada tempat penyerapan sel. Pada
konsentrasi ion hydrogen yang cukup tinggi akan

dapat menyebabkan hydrolisis ( Lamana, 1959 ).

Pengaruh terhadap enzim ‘

Enzim adalah merupakan suatu katalis hayati,
fungsinya untuk mempercepat laju reaksi, sedang |
enzim itu sendiri tidak ikut campur dalam —~proses }
reaksi ( Giese, 1973; Pelczar dan Chan, 1986; Volk -
dan Wheller, 1988 ). Enzim dalam menjalankan fung- !
sinya diperlukan dalam jumlah sedikit, tetapi ke- t
beradaannya sangat diperlukan. Bahkan dikatakan
dengan adanya enzim pada suatu reaksi kimia maka
reaksi tersebut dapat berlangsung beberapa ribu
sampai juta kali lebih cepat dibanding yang tanpa
menggunakan enzim ( Pelczar dan Chan, 1986; Volk
dan Wheller, 1988 ).

Enzim yang mempunyai kemampuan unik tersebut
tersusun atas protein murni atau gabungan antara
protein dengan gugus kimia lainnya. Seperti semua
protein‘ maka enzim akan terdenaturasi oleh panas,

terpresipitasi oleh etanol atau
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garam-garam organik yang berkonsentrasi tinggi (
Pelczar dan Chan, 1986 ).

Sedang fungsi enzim itu sendiri antara lain :
(1) Untuk merombak dan mengoksidasi bahzn makan un-
tuk menyediakan energi. (2) Menggunakan energi ini
untuk sintesis bahan-bazhan baru untuk kepentingan
sel ( Volk dan Wheller, 1988 ). Sedang target kerja
enzim tersebut terletak pgda substrat sehingga de-
ngan adanya enzim tersebut laju reaksi dapat diper-
cepat. Disini enzim tersebut bekerja dengan Jjalan
menurunkan energi aktivasi untuk reaksi tersebut,
sehingga dengan diturunkannya energi azktivasi ter-
sebut akan mempercepat laju reaksi ( Giese, 1973 ;
Pelczar dan Chan, 1986; Volk dan Wheller, 1988 ).

Enzim adalah suatu katalis hayati yang fungsi-
nya antara lain untuk mempercepat laju reaksi. Untuk
mencapai laju optimum suatu reaksi memerlukan sua -
sana yang mendukung. Suasana yang mendukung kerja
enzim antara lain pH dan temperatur yang sesuai.
Hal ini karena enzim tersusun atas asam amino yang
merupakan pusat aktif enzim dan ini harus dalam ke-
adaan ionisasi yang tepat agar menjadi aktif. Dengan
meningkatnya temperatur maka aktivitas enzim akan
meningkat sampai temperatur maksimum. Aktivitas en-
zim tersebut akan menurun setelah temperatur maksi-
mum dicapai dan terué menurun bersamaan dengan me-

ningkatnya suhu ( Volk dan Wheller, 1988 ).
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BAB III
MATERI DAN METODE PENELITIAN

Materi

l.l1. Isolat kuman

Isolat kuman P. multocida diambil dari stok kuman di
Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Kedokteran Hewan
Universitas Gajah Mada Yogjakarta yang dipelihara dan
dipertahankan kemurniannya di Fakultas Kedokteran

Hewan Universitas Airlangga Surabaya.

1l.2. Pengadaan larutan penyangga

2.

Untuk perlakuan terhadap kuman diperlukan larutan pe-
nyangga dengan pH 4 sampai pH 10, sedang cara pem=-
buatannya tertera pada lampiran II.
Tempat dan Waktu Penelitian
Penelitian pengaruh pH terhadap daya hidup kuman P.
multocida ini dilakukan di Laboratorium bakteriologi
Fakultas Kedokteran Hewan Universitas Airlangga Sura -
baya. Penelitian ini dilaksanakan mulai tanggal 7 juli
1988 sampai tanggal 7 september 1988.
Metode
Pada penelitian ini menggunakan rancangan split plot
dengan meneliti 7 pengaruh pH pada petak utama ( pH 4,
5, 6, 7, 8, 9, 10 ) dan 3 pengaruh waktu ( 5, 15 dan
25 menit ) serta 4 kali ulangan, kemudian ditanam pada
media agar dengan pH netral. Untuk mengetahui perbedae
an atas perlakuan dilakukan uji F, hasilnya tidak ber-
makna jika P>0,01. Untuk mengetahui perbedaan  antara

pengaruh pada perlakuan dilakukan

18
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Uji Jarak Berganda Duncan ( Stell dan Torrie, 1980 ).
5.1. Pembuktian isolat kuman
Setelah isolat P. multocida diisolasi pada media tryp-
tose agar dan diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam
, kemudian dilakukan pemeriksaan laboratoris bakte =
riologis untuk membuktikan isolat kuman.  Pemeriksaan
ini meliputi :
3.l1.1. Pemeriksaan mikroskopis
3¢l.1.1. Pemeriksaan preparat nativ
Pemeriksaan preparat nativ bertujuan untuk mengetahui
ada tidaknya pergerakan kuman. Caranya koloni kuman
diambil dengan ose dari media tryptose agar, diletak=
kan pada gelas obyek tempat kuman, lalu ditutup dengan
gelas penutup. Kemudian diperiksa di bawah mikroskop
dengan perbesaran 1000 kali dan diberi minyak emersi.
3.l.1.2. Pewarnaan sedarhana ( methylen biru )
Pewarnaan dengan methylen biru ini bertujuan untuk
mengetahui bentuk serta golongan kuman. Caranya ko -
loni kuman diambil dengan ose, lalu dibuat preparat
ulas pada gelas obyek, difiksasl diatas nyala api bun-
sen lalu diwarnai dengan methylen biru selama 1 - 3
menit, cuci dengan air kran, keringkan dengan kertas
penghisap. Kemudian diperiksa di bawah mikroskop de-
ngan perbesaran 1000 kali dan diberi minyak emersi.
3.1.1.3. Pewarnaan Gram

Pewarnaan Gram bertujuan untuk mengetahul sifat Gram
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suatu kuman, apakah kuman tersebut termasuk kuman
Gram positip atau Gram negatip. Caranya koloni kuman
diambil dengan ose, dibuat preparat ulas pada gelas
obyek, difiksasi diatas nyala api bunsen, lalu di-
warnal dengan carbol gentian violet selama 2 menit
, zat warna dibuang lalu ditetesi dengan lugol selama
1 menit, dilunturkan dengan alkohol aceton dan dicuci
dengan air kran, dikeringkan dengan kertas penyerape.
Kemudian diperiksa dibawah mikroskop dengan perbesars
an 1000 kali dan diberi minyak emersi.

3el.2. Pemupukan kuman
Pemupukan kuman dilakukan pada media tryptose agar,
media tryptose agar darah dan media Mac-Conkey agar.
Dengan menggunakan ose koloni kuman diambil kemudian
dipupukkan pada cawan petri yang berisi media agar
dengan cara digores, lalu diinkubasi pada suhu 3?0 c
selama 24 jam,

3.1.3. Uji biokimiawi

3,1.3.1. Pemupukan pada Tryple Sugar Iron Agar (TSIA)
Pemupukan pada media TSIA ini bertujuan untuk melihat
ada tidaknya pembentukan"HgS'dan ada tidaknya_ pemben-
tukan gas sebagai hasil fermentasi karbohydrat. Cara-
nya dengan menggunakan nedle, koloni kuman diambil
lalu dipupukkan dengan cara digores _pada. permukaan:
miring dan tusukan pada daerah dibawahnya sampai ke.
dasar tabung. Kemudian diinkubasi pada suhu 37° C

selama 24 jam.
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3.1.3.2. Uji pada media semi solid agar
Uji pada media semi solid agar ini bertujuan untuk
mengetahuil pergerakan kuman dan pembentukkan indol.
Dengan menggunakan nedle koloni kuman diambil lalu di-
pupukkan pada media semi so0lid agar dengan cara di -
tusukkan pada media tersebut, kemudian diinkubasi pada
suhu 3?°C selama 24 jam. Setelah itu ditest dengan di-
tetesi 3 - 5 tetes khloroform dikocok dan dibiarkan
selama 15 menit lalu ditetesi dengan reagen kovact.

3.1.3.3. Uji katalase
Uji ini bertujuan untuk mengetahui = kemampuan: kuman
dalam memproduksi katalase yang ditandai dengan pele-
pasan gelembung setelah dicampur dengan H202 5 %e
Caranya dengan menggunakan ose koloni kuman diambil
dan ditaruh pada gelas obyek, lalu diatasnya ditetesi
H202 3 % sebanyak 3 tetes dan keduanya dicampur.

3.1.3.4. Uji gula=-gula
Uji gula-gula ini bertujuan untuk mengetahui kemam-
puan kuman dalam memfermentasikan gula-gula. Uji gula
gula ini terdiri dari glukose, galaktose, laktose ,
mannose dan manitol. Caranya koloni kuman diambil de-
ngan menggunakan ose lalu dimasukkan kedalam tabung
gula-gula. Kemudian diinkubasi pada suhu 370 C selama
24 jam ( Cottral, 1978; Jang, 1978 ).

3.1.3.5. Uji biologis

Caranya koloni kuman diambil dengan menggunakan o0Ose
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dari media agar plate dan dipupukkan pada media cair
( nutrien broth ) lalu diinkubasi pada 37°C selama
18 - 24 jam. Setelah itu dilihat hasilnya jika pada
media itu menjadi keruh berarti ada pertumbuhan kuman.
Dari suspensi kuman ini diambil 0,2 ml, lalu diinjek=-
sikan pada mencit intraperitoneal. Diharapkan sete-
lah 24 - 48 jam mencit tersebut mati. Mencit terse-
but diseksi dan diambil darahnya dari jantung untuk
diisolasi dan diidentifikasi terhadap adanya kuman
P. multocida.

Penyediaan larutan penyangga

Untuk menyiapkan larutan penyangga dilakukan seperti-
cara terlampir. Dari larutan ini ‘"diambil sebanyak
25 ml kemudian disterilkan, setelah itu dibiarkan
sampai dingin, lalu diukur pH nya dengan pH meter.
Diambil lagi larutan penyangga sebanyak 15 ml kemu-
dian "ditambahkan NaCl physiologis sebanyak 15 ml lalu
disterilkan. Setelah itu dibiarkan dingin kemudian
diukur pH nya dengan pH meter. Tujuan dari pengukur-
an ini adalah untuk mengetahui apakah ada perbedaan
sebelum dan sesudah penambahan NaCl physiologis.
Pemupukan pada media cair

Kuman ini diambil dari isolat yang telah dibuktikan
terhadap P. multocida pada agar miring tryptose,
kemudian dipindahkan dengan jalan ditambahkan sedikit

media cair kemudian digoyang-goyangkan supaya koloni
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kuman larut bersama media cair. Suspensi kuman ini
dipindahkan ke tabung atau botol media cair yang te-
lah disiapkan sebelumnya. Kemudian diikubasi pada
suhu 37°C selama 18 - 24 jam.

Penghitungan jumlah kuman

Penghitungan jumlah kuman ini menggunakan metode
Koch. Pada penghitungan jumlah kuman ini yang perlu
disiapkan antara lain 10 tabung reaksi yang berisi
NaCl physiologis ( 0,9 % ) steril masing-masing se-
banyak 4,5 ml dan cawan petri steril sebanyak 10 buah
Kemudian diambil suspensi kuman dari stok kuman se=
banyak 0,5 ml dimasukkan tabung I, dicampur sampai
homogen maka pada tabung I ini merupakan pengenceran
10"%, Dari tabung I tersebut diambil 0,5 ml dimasuke-
kan ke tabung II dicampur sampai homogen, kemudian
diambil 6,5 ml dimasukkan ke tébung III, maka tabung
ke II dan III merupakan pengenceran 10™2 dan 10-3 >
Kemudian dibuat pengenceran lagi secara seri sampai
pengenceran 10'10. Langkah selanjutnya pada pengen -
ceran 107t diambil 0,1 ml dimasukkan dalam cawan pe-
tri I, lalu dituangi tryptose agar cair yang telah:
disiapkan sebelumnya dengan panas 40 - 45°¢C sebanyak
10 - 15 ml. Kemudian digoyang-goyangkan supaya kuman
bercampur dengan agar, setelah itu dibiarkan agar
tersebut dingin dan membeku. Selanjutnya . dilakukan

pekerjaan yang sama pada pengenceran selanjutnya
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lO. Setelah itu cawan petri

sampai pengenceran 10~
tersebut diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 - 48 jam
Langkah selanjutnya adalah penghitungan jumlah koloni
kuma n yang tumbuh pada agar plate dengan menggunakan
penghitung koloni kuman ( Coloni Counter ). Sisa ku -
man pada stok disimpan pada lemari es.

Pengaruh pH terhadap pertumbuhan kuman

Stok kuman yang telah dihitung jumlah permilimeternya
diambil 0,5 ml. Suspensi kuman ini diencerkan dengan
NaCl physiologis sampai pengenceran 1076 ( Beisher,
1983 ). Kemudian diambil pengenceran .10'6 sebanyak
1 ml dimasukkan botol yang telah disiapkan sebelum-
nya. Botol tersebut berisi 1 ml larutan pH yang telah
disterilkan. Kemudian dicampur sampai homogen tunggu
5 menit lalu diambil O,1 ml lalu dimasukkan ke cawan
petri yang telah disiapkan sebelumnya. Kemudian pada
cawan petri tersebut ditambahkan tryptose agar cair
dengan panas 40 - 4500 sebanyak 10 - 15 ml, lalu-di-
goyang-goyangkan cawan tersebut biar kuman " tersebut
tercampur rata dengan agar. Dilakukan hal serupa pada
menit ke 15 dan 25, demikian juga pada pH lain. Di-
biarkan supaya agar tersebut dingin dan membeku lalu
diinkubasi pada suhu 3?°C selama 24 - 48 jam: Setelah
itu dihitung jumlah kuman yang tumbuh dengan mengguna=

kan penghitung koloni kuman.

SKRIPSI Pengaruh pH Terhadap Daya Hidup ... Arif Subagyo



E R

IR-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

BAB IV
HASIL PENELITIAN

Hasil Pembuktian Kuman

Pada pemeriksaan mikroskopis kuman ini berbentuk
batang pendek, bipoler, non motil dan termasuk Gram ne-
gatip. Pemupukan pada TSIA kuman . ini membentuk asam,
asam tanpa membentuk HZS dan gas. Pemupukan pada media
seml solid setelah dites dengan reagen kovge didapatkan
hasil positip dengan terbentuk cincin warna merah-ungu.
Pada uji katalase didapatkan ha sil positip dengan ter-
bentuknya gelembung-gelembung udara. Pada uji gula-gula
hasil positip terjadi dengan terBentuknya asam. Hasil
ini didapat pada uji glukose, galaktose, mannose, mani-
tol dan sukrose. Sedang hasil negatip didapat pada uji
laktose. Pemupukan pada media tryptose agar koloni tum-
buh dengan permukaan cembung, halus, warnanya jernih
agak kebiruan. Pemupukan pada media tryptose agar darah
koloni kuman tumbuh subur dengan permukaan rata, halus,
warnanya jernih dan tidak menyebabkan hemolisis. Pada
media Mac-Conkey kuman ini tidak tumbuh. Pada uji bio-
logis seteléh 48 jam mencit mati dan setelah diisolasi
dan diidentifikasi kuman dari darah jantung didapatkan
kuman yang serupa dengan kuman yang diinjeksikan pada
mencit tersebut.

Jumlah stok kuman setelah dihitung dengan menggu-
nakan metode Koch didapatkan jumlah kuman 2,57 X 109

kuman tiap ml.

25
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Hasil yang diperoleh dari penghitungan jumlah ko-
loni kuman pada media agar plate dalam berbagai perlaku-
an pH dan lamanya waktu kontak antara kuman dengan 1la-

rutan pH disajikan dalam tabel dibawah ini.

Tabel 1. Jumlah koloni kuman yang bertahan hidup karena
pengaruh berbagai perlakuan pH dan lamanya
waktu kontak antara kuman dengan larutan pH
serta hasil Uji Jarak Berganda Duncan.

pH | Waktu ( menit ) | - Rata-
2 ) 1 e SR S
4 0 0 R e
5 76 0 0.7 i B
6 801 645 518 % - 163, 6600
7 | 921 845 86 | 212;66% ™"
8 | 837 711 568 1 176,33
9 | 783 609 456 BN
10 | 376 154 8l 7 s i
e 135,50%" 105,867 86,14°*§

Keterangan : * Superskrip pada huruf yang berbeda pada
baris yang sama . menunjukkan berbeda
sangat nyata ( P<<0,01 ).

** Superskrip pada huruf yang berbeda pada
kolom yang sama menunjukkan berbeda
sangat nyata ( P<<0,01 ).

Dari hasil yang ditunjukkan tabel 1 tampak bahwa
pada pH 4 semua kuman mati dalam berbagai perlakuan

waktu. Pada pH 5 kuman masih hidup pada menit ke 5,
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tetapi setelah waktu diperpanjang menjadi 15 dan 25
menit semuanya mati. Pada perlakuan terhadap larutan
dengan .pH lainnya menunjukkan bahwa kuman tersebut
masih bertahan hidup. Pada pH 7 menunjukkan jumlah ku-
man yang bertahan hidup paling banyak dan bertindak
sebagai kontrol. Kemudian menyusul banyaknya Jjumlah
kuman yang bertahan hidup sesuai dengan banyaknya ada=
lah pada pH 8, 6, 9 dan 10.
Hasil Analisa Sidik Ragam menunjukkan bahwa per-
lakuan terhadap derajat pH dan lamanya waktu kontak
- antara kuman dengan larutan ber-pH berpengaruh sangat
nyata. Hasil Analisis Sidik Ragam lainnya menunjukkan
bahwa interaksi antara kuman dengan pH larutan juga
berpengaruh sangat nyata ( P<<0,01 ).
3.1. Pengaruh pH
Hasil Uji Jarak Berganda Duncan menunjukkan bah-
wa pH ? ( 212,66 koloni ) berbeda sangat nyata dengan
hasil yang dicapai pH 8 ( 176,33 koloni ). Jumlah ku-
man yang tumbuh pada pH 6 ( 163,66 koloni ) tidak ber-
beda nyata dengan hasil yang dicapai pH 8 dan 9 ( 154
koloni ). Hasil yang dicapai pH 9 berbeda sangat nyata
dengan hasil yang dicapai pH 10 ( 51,16 koloni ). Pada
PH 4 ( O ) ternyata semua kuman tidak didapati hidup.
dan hasil tersebut tidak berbeda nyata dengan hasil
yang dicapai pH 5 ( 6,33 koloni ). Hasil pH 4 dan 5

tersebut berbeda sangat nyata dengan hasil pH 10. -
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3.2. Pengaruh waktu

Hasil Uji Jarak Berganda Duncan terhadap penga-
ruh waktu kontak menunjukkan lamanya waktu kontak 5
menit ( 135,50 koloni ) berbeda sangat nyata .dengan
hasil yang dicapai waktu kontak 15 menit ( 105,86 ko-
loni ). Jumlah kuman yang tumbuh pada waktu kontak 15
menit berbeda sangat nyata dengan jumlah kuman yang
tumbuh pada waktu kontak 25 menit ( 86,14 koloni ).

3e3. Pengaruh interaksi

Hasil Uji Jarak Berganda Duncan interaksi pH dan
lamanya waktu kontak sebagai berikut. Pada interaksi
perlakuan pH 5 selama 15, 25 menit dan pH. 4 dengan
lamanya waktu kontak 5, 15 dan 25 menit tidak menun-
jukkan adanya pertumbuhan kuman. Pada interaksi pers
lakuan pH 5 selama 5 menit ada sejumlak kuman - yang
tumbuh ( 19 koloni ) dan hasil ini berbeda sangat
nyata dengan hasil pada pH 10 selama 25 menit ( 21 ko-
loni ). Hasil interaksi perlakuan pH 10 selama 15 me-
nit ( 38,50 koloni ) berbeda sangat nyata dengan hasil
pH 10 selama 25 menit, juga berbeda sangat nyata deng-
an pH 10 selama 5 menit ( 94 koloni ).

Pada interaksi perlakuan ini " hasil tertinggi
pada pH 7 selama 5 menit ( 230,25 koloni ) hasil dini
berbeda sangat nyata dengan hasil interaksi pH 7 se-
lama 15 menit ( 211,25 koloni ). Hasil interaksi pH 8
selama 5 menit ( 209,25 koloni ) tidak berbeda nyata
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dengan hasil pH 7 selama 15 menit dan pH 6 selama 5
menit ( 200,25 koloni ), tetapi hasil pH 6 selama 5
menit berbeda sangat nyata dengan hasil interaksipH 7
selama 15 menit. Hasil intaraksi pH 7 selama 25 menit
( 196,25 koloni ) tidak berbeda nyata .dengan hasil

interaksi pH 6 selama 5 menit dan pH 9 selama 5 menit
Tetapi hasil interaksi pH 7 selama 25 menit berbeda

sangat nyata dengan hasil interaksi pH 8 selama 5

menit.
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BAB V
PEMBAHASAN

Dari hasil penelitian tentang pengaruh pH terhadap
daya hidup kuman P. multocida maka dapat disajikan pemba=
hasan sebagai berikut : .

1. Pembuktian isolat kuman P. multocida

Pada pembnktian kuman P. multocida berdasarkan
sifat yang ditunjukkan antara lain kuman ini berbentuk
batang pendek, bipoler, non motil, Gram negatip dan
sifat biokimiawi yang ditunjukkan antara lain memfer -
mentasi glukose, galaktose, mannose dan manitol serta
tidak memfermentasikan laktose. Hasil yang diperoleh
tersebut sesuai dengan yang dikemukakan oleh Merchant
dan Packer (1971 ). Sifat lain pada pembuktian kuman
ini adalah koloni kuman ini jernih kebiruan, pada agar
darah tidak menyebabkan' hemolisis dan pada media Mac
Conkey tidak tumbuh. Hal ini sesuai dengan yang dike =
mukakan oleh Hagan dan Bruner (1961) dan Anonymous (
1971 ).

2. Pengaruh pH

Pada perlakuan dengan pH 4 sételah ditumbuhkan
pada agar tidak didapati adanya pertumbuhan kuman. Se-
dang pada pH 5 setelah ditumbuhkan pada agar didapati
kuman yang tumbuh rata-rata 6,33 koloni, tetapi kedua
perlakuan tersebut tidak berbeda nyata. Pada perlakuan
PH 10 jumlah kuman yang tumbuh rata-rata 51,16 koloni.
Jumlah tersebut berbeda sangat nyata dengan kuman pada
PH 9 ( 154 koloni ).

30
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Pada pH 6 jumlah kuman yang tumbuh rata-rata 163,66 ko=
loni. Hasil ini tidak berbeda nyata jika dibanding ku=-
man yang tumbuh pada pH 9 dan pH 8 ( 176, 33 koloni ),
tetapi jumlah kuman yang tumbuh pada pH 8 -berbeda sa-
ngat nyata dengan jumlah kuman yang tumbuh pada pH 9.
Jumlah kuman yang tumbuh pada pH 7 ( 212,66 koloni )
dan jumlah tersebut berbeda sangat nyata dengan hasil
yang dicapai pada pH 8 ( P<O0,01 ).

Dari hasil diatas tampak bahwa pada pH 7 kuman
ini cocok dengan pH tersebut sehingga pada pH tersebut
jumlah kuman yang tumbuh paling banyak dan jumlah kuman
ini menurun pada pH 8, 6, 9 dan seterusnya. Hal ini se=-
suai dengan yang dikemukakan oleh Hofstad dkk (1984)
dan Merchant dan Packer (1971))bahwa kuman P. multocida
tumbuh subur pada pH 6,2 sampai 9. Sedang pada pH 10
masih lebih banyak didapati pertumbuhannya dibanding
pada pH 5. Dari hasil diatas tampak bahwa kuman P.
multocida paling banyak tumbuh pada perlakuan pH 7. Ke-
mudian menurun jumlahnya bersamaan dengan meningkatnya
derajat keasaman dan kebasaan.

Pengaruh Waktu

Waktu kontak antara kuman dengan larutan ber-pH
gelama 5 menit yang dalam penelitian ini merupakan
waktu terendah dan jumlah kuman yang .bertahan hidup
rata-rata 135,50 koloni. Kemudian menyusul perlakuan

waktu 15 menit dengan jumlah kuman yang tumbuh
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rata-rata 105,86 koloni dan waktu terpanjang pada pe =
nelitian ini yaitu 25 menit dengan jumlah kuman yang
bertahan hidup rata-rata 86,14 koloni. Dari ketiga per-
lakuan tersebut tampak hasil yang diperoleh pada perla-
kuan 5 menit berbeda sangat nyata dengan perlakuan 15
menit dan waktu kontak 15 menit berbeda sangat nyata
dengan perlakuan 25 menit ( P<0,0l1 ). Pengaruh waktu
pada perlakuan ini tampak semakin lama waktu kontak
antara kuman dengan larutan ber-pH akan menyebabkan
jumlah kuman yang bertahan hidup makin sedikit. Hal ini
dapat dijelaskan jika pada awal kontak jumlah kuman un-
tuk perlakuan sama, diperlakukan pada larutan dengan pH
vyang sama ( misalnya pada pH 4 ) maka lamanya -waktu
kontak antara kuman dengan larutan ber-pH tersebut akan
mempengaruhi daya hidup kuman. Hal ini sesuai dengan -
yang dikemukakan oleh Pelczar dan Chan (1988).
Pengaruh Interaksi

Hasil yang dicapai pada interaksi perlakuan an =
tara derajat pH dan lamanya waktu kontak antara kuman
dengan larutan dengan pH tertentu sebagai berikut. Pada
pH 4 dengan lamanya waktu kontak 5, 15 dan 25 menit dan
pH 5 dengan lamanya waktu kontak 15 dan 25 menit semua-
nya menekan pertumbuhan kuman sehingga pada interaksi
perlakuan tersebut tidak dijumpai adanya kuman yang
tumbuh. Pada interaksi perlakuan pH 5 selama 5 menit

ada sejumlah kuman dengan jumlah rata-rata 19 koloni
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dan hasil ini berbeda sangat nyata dengan perlakuan pH
5 dengan lama kontak lebih panjang, tetapi Jjumlah kuman
yang bertahan hidup pada pH 5 selama 5 menit tersebut
tidak berbeda nyata dengan hasil yang dicapai pada in-
teraksi perlakuan pH 10 selama 25 menit ( 21 koloni ).

Hasil tertinggi pada interaksi perlakuan ini di-
capai pada interaksi perlakuan pH 7 selama 5 menit (
230,25 koloni ). Kemudian dengan meningkatnya derajat
keasaman, kebasaan dan meningkatnya waktu kontak antara
kuman dengan pH menyebabkan turunnya jumlah kuman yang
tumbuh. Sehingga kuman yang tumbuh pada pH 7 selama 15
menit ( 211,25 koloni ) dan hasil ini ~berbeda .sangat
nyata dengan hasil pada pH 7 selama 5 menit, tetapi
hasil ini tidak berbeda nyata dengan hasil pada pH 8
selama 5 menit ( 209,25 koloni ). Jumlah kuman yang
tumbuh pada pH 8 selama 5 menit tidak berbeda nyata de-
ngan "hasil yang dicapai pada pH 6 selama 5 menit (
200,25 koloni ) ( P<O0,01 ).

Dari.hasil diatas tampak bahwa pada suasana asam
kuman ini kurang tahan sehingga pada pH 4 kuman dini
mati semua dalam berbagai perlakuan waktu dan pada pH
5 kuman ini masih ada yang tumbuh, tetapi setelah waktu
kontak diperpanjang 15 dan 25 menit tidak dijumpai ada-
nya kuman yang tumbuh. Demikian pada suasana basa pada
PH 10 dengan lamanya kontak 5 menit masih banyak kuman

yang tumbuh, tetapi dengan meningkatnya waktu kontak
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antara kuman dengan larutan pH 10 mengakibatkan jumlah
kuman yang tumbuh makin sedikit. Sedang pada interaksi
perlakuan pH 7 dengan lamanya waktu kontak 5 menit mem-
berikan hasil terbanyak dan jumlah ini menurun bersama-
an dengan meningkatnya waktu kontak. Bersamaan mening-
katnya derajat keasaman dan kebasaan maka akan menye =
babkan turunnya jumlah kuman yang tunbuh. Hal ini se =

sual dengan yang dikemukakan oleh Merchant dan Packer

(1971).
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BAB VI
KESIMPULAN

Dari hasil penelitian pengaruh derajat pH terhadap

multocida maka dapat disimpulkan bebe-

rapa hal sebagai berikut :

1.

pH lingkungzn sangat berpengaruh terhadap pertumbuhan
kuman.

Makin asam atau makin basa maka akan menekan daya hidup
kuman. j

Lamanya waktu kontak antara kuman dengan larutan dengan
pH tertentu dapat meningkatkan jumlah kematian kuman .
Interaksi pH dengan lamanya waktu kontak berpengaruh
terhadap daya hidup kuman.

Kuman P. multocida akan lebih mudah mati pada suasa

asam dibanding suasana basa.

Saran-saran

l'

2.

2.

Perlu kiranya dilakukan penelitian serupa dengan jarak
pH lebih pendek. A

Larutan penyangga denganpH 7 dapat digunakan sebagai
pengencer kuman dengan memberikan harapan hidup yang

baik dengan waktu yang pendek.

Perlu dicarikan larutan pengencer yang paling baik ge- .

hingga tidak berpengaruh terhadap pertumbuhan kuman.

35
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BAB VII
RINGKASAN

Pasteurellosis adalah suatu penyakit bakterial yang
disebabkan oleh kuman Pasteurella multocida. Kuman ini da-
lam pertumbuhannya sangat dipengaruhi oleh 1lingkungan
lebih-lebih lagi jika ditumbuhkan‘pada media buatan, maka
kuman tersebut akan memerlukan media yang cocok. Selain
itu juga memerlukan pH, suhu dan waktu inkubasi yang se -
suai.

Pasteurellosis adalah penyakit yang disebabkan oleh
P. multocida. Kuman ini dapat menyerang hewan piaraan se=-
perti sapi, kerbau dan unggas. Untuk menanggulangi penya-
kit ini dapat dilakukan vaksinasi untuk »encegahan, atau-
pun kalau hewan sudah menunjukkan gejala sakit dapat di-
lakuka n pengobatan dengan antibiotik atau preparat sulfa.
Kalau penyakit sudah menyerang suatu peternakan dan kuman
sudah mencemari peralatan dan kandang dapat dilakukan pen-
sucihamaan terhadap peternakan tersebut dengan menggunakan
desinfektan ataupun bahan-bahan kimia lainnya.

Karena kuman P, multocida dalam pertumbuhannya di-
pengaruhi oleh pH lingkungan maka penulis melakukan pene-
litian tentang pengaruh pH terhadap daya hidup kuman P.
multocida galur lokal. Penelitian ini dilskukan di Labora-

torium Bakteriologi Fakultas Kedokteran Hewan Universitas
Airlangga Surabaya.

Penelitian ini menggunakan rancangan- penelitian
split-plot dengan meneliti 7 pengaruh pH ( pH 4, 5, 6, 7,
8, 9, 10 ) pada petak utama,

36
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3 pengaruh waktu ( 5, 15 dan 25 menit ) pada anak petak
serta 4 kali ulangan. Untuk mengetahui adanya perbedaan
atas perlakuan dilakukan uji F, hasilnya tidak bermakna
jika P>0,01. Untuk mengetahui adanya perbedaan antar per-
lakuan dilakukan Uji Jarak Berganda Duncan ( Stell dan
Torrie, 1980 ).

Penelitian ini dilakukan dengan jalan mengontakkan
kuman P. multocida dengan larutan pH tertentu dan lamanya
waktu kontak 5, 15 dan 25 menit. Kemudian setelah dikon -
takkan kuman tersebut ditanam pada media agar lalu diin -
kubasi pada 37°C selama 24 sampai 48 jam.

Dari penelitian ini didapatkan hasil sebagai berikut.
Pada pH 4 kuman mati semua, pH 5 ( 6,33 koloni ), pH 6
( 163,66 koloni ), pH 7 ( 212,66 koloni ), pH 8 ( 176,33
koloni ), pH 9 ( 154 koloni ) dan pH 10 ( 51,66 koloni ).

Setelah dilakukan Uji F ternyata pH, waktu kontak
dan interaksi keduanya berpengaruh sangat nyata terhadap
daya hidup kuman P. multocida. Setelah dilakukan Uji Jarak
Berganda Duncan diperoleh hasil sebagai berikut. Pada per-
lakuan pH didapatkan pH 7 merupakan pH terbaik kemudian pH
8, 6 dan seterusnya, sedang pH 4 dan 5 paling jelek. Pada
perlakuan waktu didapatkan waktu 5 menit paling baik ke =
mudian menyusul waktu kontak 15 dan 25 menit. Pada inter-
aksi perlakuan didapatkan hasil pH 7 selama 5 menit me =-
‘rupakan waktu ferbaik kemudian menyusul pH 7 selama 15
menit dan waktu yang banyak menyebabkan kematian kuman pH
4 selama 5, 15, 25 menit serta pH 5 selama 15 dan 25 menit.
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Lampiran I. Pengolahan data

Hasil yang diperoleh dari penghitungan jumlah koloni kuman
P. multocida pada media agar plate dalam berbagai perlakuan
pH dan lamanya waktu xontak antara kuman dengan larutan pH.

Ulangan FEImN Batis
pH Waktu 1 2 3 4 rata
5t 0 0 0 0 0 0
% 15¢ 0 0 0 0 0 0
25¢ 0 0 0 0 0 0
Jumlah 0 0 0 0 0 0
51 15 1 12 48 % 6,33
5 15 0 0 0 0 G 0
251 0 0 0 0 0
Juzmlah 15 1 13 48 % 6,33
st | 187 206 201 207 801 200,25
6 15 | 151 ' 163 160 171 645 161,25
25* | ns 132 129 139 518 129,25
Jumlah 456 501 490 S17 1964 163,66
-Sv 1 e 231 221 250 {92 .| 230,25
7 15* | 206 215 206 218 845 211,25
25' | 183 201 197 205 786 196,25
Jumlah 608 647 624 - 6. 1w 212,66
. O T R | 210 219 837 209,25
3 15 | 167 1D 176 189 m 177,25
251 127 - 35 142 154 568 142
Jumlah 491 535 528 562 2116 176,33
se | 185 . 197 201 202 783 195,75
9 15 | 139 151 156 163 609 152,25
25 97 114 118 127 456 123
Junlah 419 462 475 452 | 1848 154
5ie 97 111 81 87 37 9%
10 15¢ L3 L7 29 35 154 38,5
25¢ 21 25 20 19 84 21
Juml ah 161 . 8% 130 140 614 51,66

JurnXahl} 2150 - 2529 2259 2432 917

Rata - rata | 102,38 110,90 107,57 115,81
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Jumlah kuman P. multocida yang bertahan hidup karena pe-
ngaruh berbagai perlakuan pH dan lamanya~ waktu kontak
antara kuman dengan larutan pH.

T T
pH | Wektu ( menit ) Jumlah | Rata-
5 P 3 P rata
L 0 0 0 0
‘ 801 645 518 | 1964 | 163,66
7 921 845 786 | 2552 | 212,66
8 837 711 568 2116 | 176,33
9 783 609 456 | 1848 154
307 376 154 84 614 51,16
Jumlah | 3794 29614 24121 9170
Rata-
rata ! 135350 105,86 86914 |
FKK = _9170°
8l
= 1001058,3
JKPH = 02 + QZ 5 28 e 2 8’4—2 = H{
12
& 186453%33%2 - 1001058,3 = 552749,37
12
JEP - = 0P 0% s o e BRI
L
= 6404556 - 1001058,3 = 600080,7
L
JKW = 37945 + 29645 + 2412° - FK
28

= 34565984
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TRE, = 0F 300 e Bl TaBS
>

. gﬁz%JJQ - 1001058,3 = 556980, 37
JKS1 = 556980,37 = 552719,37

= 4261
F i N s R NP G

= -1606672 - 10010583

= 605613,7

= 12795,49

JKS, = 605613,7 - 34565,84 - 12795,49 - 556980,37

1272

43

Analisis Sidik Ragam pengaruh pH dan lamanya waktu kontak

antara kuman dengan pE larutan penyangga terhadap daya
hidup kuman P, multocida.

Sumber Derajat Jumlah Kwadrat F F tabel
| keragaman bebas kwadrat tengah hitung 1 %
pH 6 552719,37 92119,89 454,08 3,81
Shes 0w AL 14261 202,90 :
Total 1 27 556980, 37
Anak petak
Wak tu 2 34565,84 17282,92 570,551 5,15 |
*
Interaksi 12 12795,49 1066,29 205192 Bl
Sisa 2 L2 1272 20,29
Total 83 605613,70 !
Keterangan : ;*) berarti berbeda sangat nyata
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Uji Jarak Berganda Duncan pengaruh pH terhadap daya hidup
kuman P. multocida.

[Perla— Perlakuan (pH)
lkuan |Rata- 2 8 6 o 10 5 4 SSR LSR Notasi
(pH) |rata 212,66 176,33 163,66 154 5136 56,53 0. L% 0%
7 {nsiegt - 36,33 45 7 56,88 161,50 206,35 212,88] 4,20 30,54 @
8 |176,33 - 12,67 22,33125,17 170 ¥126,330 4,23 302 b
6 [163,66 - 9,66 112,50 157,33 163,36| 4,16 29,62 e
9 154 - 102,84 147,82,154 Clu09 2932 ©
10 51,16 - 4,83 51»15' 3,98 28,38 4
5 6,33 £ - 6,35| 381 27:331 ¢
4 0 - e

Sx

\rao_a_,go

L
I S s

100
32

60

Jumlah rata-rata kuman

40

29

Gambar 1. Diagram garis pengaruh pH terhadap daya hidup

SKRIPSI

kuman P. multocida.
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Uji Jarak Berganda Duncan pengaruh lamanya waktu kontak

antara kuman dengan larutan penyangga terhadap daya hidup

kuman P. multocida.

Waktu Waktu ( menit )
Rata- SSR LSR Notasi
rata  [135,50 105,86 86,14 - 1% 1% ﬂﬁ
5¢ | 135,50| - 29,64 " 49,86 3,98 10,94 a -
15' | 105,86|" = 19,72793,81 10,31 b
25! 86,14 - c
SX = 50,29
5 A
= 2975
140
120
g 100 1
g
LT,
C
o 60
=
"
20
0
5! 15' 25!

Waktu kontak ( menit )

Gambar 2. Diagram batang pengaruh lamanya waktu kontak an-
tara kuman dengan larutan pH terhadap daya hidup

kuman P. multocida.
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Gambar 3. Diagram batang pengaruh interaksi antara pH dan
lamanya waktu kontak terhadap daya hidup kuman
P. multocida.

Jumlah rata-rata kuman

o 3 & & 8

PR

ST 9 de\
6T 6 Hd &\\\

¥ v W.%v © 9 v - o o o o ©c ¥ v v
T s o R R = = s R = | B =
TR R T TN o N N = ® v I
. - . - - N . . . o . o o o (= o
- . e

W O N ow P AW N oW N N ~
- W W e W w - w - AN e w o= wow =N
o e o - ~ R

I nteraksi pH dan lamanya waktu kontak

Keterangan : | 1Lananyz waktu kontak 5 menit.
U227 Lamanya waktu kontak 15 menit.
¥ | I Lamanya waktu kontak 25 menit.
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(P;rlnlm) Perlakusa ( pA dan waktu dalam memit ) g
PH. waktu)|Rate- | 7.5 2,15 B.5* 6. 8 9. 260 g, & i : " ' . ' .25 & 5' K. 15' 4. 25 ss» LSR
raa | 23025 201,35 209.25 200,25 196-30 '1’95?75 ?'}795 féﬂ;) 15213 h.™ fé‘;zg; ?5525' % 2 lgi ksl ’i};’ R o o 1% §§ TRE
e ; 155' AT EM AT SR L 27 3,75 38T 2,587 697 757 88,23 1017 107,25 136,25 191,75 209,25 21,25 230,28 230,28 230,28" w257 2,251 A 0 12,65 e
,. L 211,25 - 2 1 1,75" 15,507 33,8° 50'*  s9°* 0.1 a® “'25. 117.28° 172,75° 190,28° 192,25 211,28 zn,zS' zu.z5' zu.zi. zu.zi. 0 WA 12,59 :c
:u . ; ::'?5 - 9 12,257 13,57 30.58° 48" 5°° 67,20 80" s6,28° 15,28 170,75° 100,257 190,25 209.2" 209,25 209,25" 209,25 29,25° 19 “nz it
T S . 375w 2,8 3% 8" sl 't 97,28 106,25° 161,78 179,280 181,25" 200,28" 200,28" 200,257 2,237 20,237 18 L, e
g g =0 10757 35,550 w2 s 62,28 73587 10280 1587 175,507 172,58 196,50 196,587 196,58" 296,58" 196,58° 17 W azm S
o il ol < 18T s s 528 660 7278 100,78 197,280 17078T 176,587 195,53 195,507 195,07 195,507 198,50 16 (W33 d26
Wh 15l = 16500 25,580 35,70 18,8" su7b 03,75 139,257 156,757 154737 172,73 ‘""i m”i m.vi m.7§_ o e R
3 : . . 75, 4,5 W5 8370 % . . 1 . * 628" 16,2 14 b 12,8
R 180 2 9 19,25 3 125" 62,28" 122,787 110,257 12,257 161,257 161,257 161,23 161,23 1 be
:;: A AR ;.25' ;a8 03,780 128" gl 12,28 128" 12T am ARy LW s,
i - 18 . A i T aSnsTan™ | ™ e et e s O o gl
AL, i A 6.25 33,28 90,75 108,25 110,28 129,28° 129,28" 129,28" 19,237 129, 28" M w2 a2as
p :o 25 123 ) e ot ot s s e an e uap
M ATN ARy AN Tk A R O OO % Aba
L%, od s 19,%" 2,500 3,80 3,80 3,080 =m 8 w3 usn o,
P10, 25 | 21 % g 2 R R Gy 4 (" Yo 1180 gy
5.5 |19 o o o 5 o UL TR T SRS
- 1 1 19 19 19 .
#2515 | o 2 3 ié y % 3 NG AARS o
o8 5. 25¢ 0 ¥ 3 . - b 499 AN e
M. S 0 v 3 a 3 39 10,95 o
24 4. 15 0 - - 2 4 1088 o
2 4. 25 0o
|
Uji Jarak Berganda pengaruh interaksi antara pH larutan penyangga dan lamanya
waktu kontak antara kuman dengan larutan penyangga terhadap daya hidup kuman
P. multocida.
Sx =\/30.29
= 2975
N
\J
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Lampiran II. Pembuatan larutan penyangga

Care pembuatannya

oH 4.

pH 5.

pH 7.

pH 8.

pH 9.

41 ml asam asetat 0,2 M dicampur dengan 9 ml sodium

asetat 7,2 M, lalu ditambahkan aquadest sampai men-

capai volume 100 ml.

14,8 ml asam asetat 0,2 M dicampur dengan 35,2 ml
sodium asetat 0,2 M. Kemudian di tambahkan aguadest
sampal volume mencapai 100-ml.

87,7 ml larutan sodium phosphat monobasik '( NaH, PO,
2H,0 ) 0,2 M dicampur dengan 12,3 ml sodium phosphat
dibasik ( NaEHPOQ ) 0,2 M. Kemudian ditambahkan aqua-
dest sampai volume mencapai 200 ml.

Larutan sodium phosphat monobasik ( NaHaPOL+ 2H,0 )
0,2 M sebanyak 29 ml dicampur dengan 61 ml sodium
phosphat dibasik ( NaZHPOI“) 0,2 M. Kemudian ditam-
bahkan aquadest sampai volume mencapai 200 ml.
Larutsn sodium phosphat manobasik ( NaH PO, 2H,0 )
0,2 M sebanyak 5,3 ml dicampur dengan 94,7 ml

sodium phosphat dibasik ( NaaHPOQ) 0,2 M, Kemudian
ditambahkan aquadest sampai volume 209 ml.

Asam borzk ( H3BO3) 0,2 M dan potasium chlorida

( KC1 ) 0,2 M sebanyak 50 ml dicempur dengan 21,30 ml

/

sodium hydroksida ( NaCH ) 0,2 N. Kemudian ditambah-

kan aquadest sampal volume 1000 ml.
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pH 10. Asam borak ( H3B03) 0,2 M dan potasium chlorida (
¥C1 ) 0,2 M sebanysk 50 ml dicazpur dengan 43,9 ml
sodium hydroksida ( N2OH ) 0,2 N, Kemudian ditam-
bahkan aquadest sampail volume 200 ml.

Pembuatan bahan larutan penyangga

0,2 M larutan asam asetat¥
11,55 ml asam asetat pekat ditambah aquadest sampai
volume 1000 ml.

0,2 M larutan sodium asetat

COONg

Dilarutkan 16,4 gram CH,COONa atau 27,2 gram CH

3 3

b’ HZO dalam 1000 ml aquadest.
0,2 M larutan sodium phosphat monobasik

Dilarutken 31,2 gram NaE_, PC,2 H

'.2L »:‘c+.’. 2

O dalam 1000 ml
aquadest. :

0,2 M larutan sodium phosphat dibasik
Dilarutkan 28,39 gram Na,aHPOL+ atau 71,1 gram NaaHPOL+
12 HZO dalam 1000 ml aquadest.

0,2 M asam borak dan 0,2 M potasium chlorida
Dilarutkan 12,269 gram asam borak dan 14,911 gram
potesium chlorida dalam 1000 ml aquadest.

0,2 N larutan sodium hydroksida
Dilarutkan 8,001 gram NaOH dalam 1000 ml aquadest

( Anonymous, 1974; Cruickshank, 1975; Porter, 1950 ).

SKRIPSI Pengaruh pH Terhadap Daya Hidup ... Arif Subagyo




IR-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

SKRIPSI Pengaruh pH Terhadap Daya Hidup ... Arif Subagyo



IR-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA
#: A '-
A ¥
5k
&

-1 AUG 1990

LA

1991

ST HAR 199

5 /
ool Y

7 4

&% kb 1901

0 JUL 1093,
\ 2 ped 1994,

26 FFB 1995

SKRIPSI 3 ' . ‘Pehgafuh pH Terhadap Daya Hidup ...

SEEEE

Arif Subagyo




	HALAMAN DEPAN
	BAB I
	BAB II
	BAB III
	BAB IV
	BAB V
	BAB VI
	BAB VII
	DAFTAR PUSTAKA
	Lampiran



