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BAB I 

PENDAH:ULUAN 

1 

Pasteurella multociaa adalah kuman yang menimbulkaA 

Fowl _cholera ~ada _ ayam atau baagsa unggas _lainnya. Penyakit 

tersebut disamping menimbulkan kerugian bagi peternak beru-
. - - - . - - -. -

pa kematiaJt juga meny~bab~a• menurunn.ya produksi telur paaa 

ayam ya~g sedang p~oduksi. 

Kejadiaa Fowl cholera di Surabaya pada tahun 1972 

telah dilaporkan oleh DR. R. Maes, daa menurut pengamatan 

lebih lanjut, pada tahun 1974 daa tahun tahun berikutnya pe 
\ . . . - - · - - -

nyakit Fowl cholera tidak hanya menyerang peternakan-peter-
- - . 

nakan ayam di Surabaya dan sekitarnya saja tetapi juga di 
. . 

daerah lain (21). 

Cuaca yang buruk atau kondisi badan yang menurun m~ 

rupakan salah satu-· faktor untuk mempercepat timbulnya penya 

kit, sehingga tidaklah mengherankan apabila peternak sangat 

berhati-hati Qidalam memperlakukan ternaknya menjelang per~ 

bahan musim (1). 

Pemusnahan terhadap ternak yang menderita guna men~ 

hindari meluasnya penyakit bukanlah. merupakan suatu ,penyel~ 

saian yang dapat diharapkan, oleh karena itu timbullah pemi 

kiraa bagaimana mengatasi penyakit Fowl cholera dengan ber

bagai upaya untuk mencegahnya. 

Di Indonesia dan di negara-negara yang telah maju, 

pemberian vaksin dalam bentuk kumaa yang dilemahkan dipan -

daag sebagai hal yang menguntungkan untwt mengatasi penya -

kit Fowl cholera (21). Akan tetapi beberapa peneliti beran~ 
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gapan bahwa untuk mencapai nilai proteksi yang lebih tinggi 

dapat digunakan kuman yang telah dimutasikan terlebih dahu

lu (22). 

Bila suatu populasi kuman yang sensitif terhadap 

streptomycin dibiakkan pada media yang _m~ngand~~g st~~ptomz 

~~n maka sebagian yang berhasil _hidup atau ~etap hidup akan 

membl:lt~hkan _streptomycin untuk pertumbuhannya, sehingga mu

tan yang demikian ini disebut sebagai mutan streptomycin-d~ 

pendent (8,~3,1?)• 

Selain cara tersebut diatas, alkylating agent juga 
. -

dapat digunakan untuk memutasikan kuman sebelum diadaptasi-
. . . -

kan pada media yang mengandung antibiotika. Karena sifat ku 

man yang telah mengalanii ·_mu tasi kurang pathogen pada he waD. 
. . . . 

yang biasanya peka maka dimungkinkan dapat dipakai sebagai 
. . 

bahan untuk menimbulkan kekebalan (2,24). 
. .. . 

Beberapa mutan demikian telah dikenal dan digunakaA 

sebagai bahan untuk menimbulkan ~ekebalan, beberapa dianta

ranya : Wei dan Carter dengan percobaannya berupa vaksin hi - .. . . .. - --·- - --
dup Pasteurella multocida streptomycin-dependent yang hera

sal dari strain hemorrhagic septicemia. Strain tersebut di

mutasikan dengan menggunakan mutagen berupa N-Methyl-N'-Ni

tro-N-Nitrosoguanidine (N.T.G.), dan didalam percobaan ini 

vaksin tersebut dapat menahan challen~e dengan menggunakan 

kuman ganas tiga minggu kemudian (24). 

Chengapa, Carter dan Chang membuat percobaan serupa 

berupa vaksin hidup Pasteurella multocida-streptomycin-de -

pendent pada kalkun yang diberikan secara per oral dan pa -

renteral sebagai usaha untuk mencegah terjadinya Fowl chol~ 
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ra (3). 

PeBggunaan .kuman yang telah mengalami mutasi untuk 

memperoleh _kekebalan telah digunakan bukan hanya terhadap 

Pasteurella mqltocida saja tetapi juga telah diterapkan ter 
• 

hadap strain-strain lain (7,22). 

Escherichia coli s~reptomycin-dependent misalnya, 

telah dicoba pada anak kera dengan aplikasi secara per oral 
. . 

dan challenge satu bulan setelah pemberian tersebut (24). 

Dengan makin meningka~nya k~majuan ilmu dibi~ang 

Kedokteran, Escherichia ~~li strep·tomycin-dependent terse -

but telah digunakan sebagai vaksin untuk manusia secara per 

oral dengan dosis 1 x 1012 kuman tanpa menimbulkan efek sam 

pingan (24). 

Salmonella typhi streptomycin-dependent yang telah 
- . 

dicoba dengan - dosis 1 x 101~ kuman mampu untuk ~enahan chal 

lenge 1 x 105 kuman ganas pada sukarelawan (20). Bahkan di

Yogoslavia, Mel dan kawan-kawan telah melakukan uji coba 

terhadap vaksin hidup Shigella flexneri streptomycin-depen

dent pada sukarelawan deigan dosis bervariasi antara 106 

sampai 5 x 1010 kuman dengan atau tanpa diberi bicarbonat 

terlebih dahulu. Strain dari vaksin tersebut dapat menim -

bulkan antibodi dan dapat diisolasi kembali melalui faeces 

(7). 

Melalui skripsi ini, penulis ingin mengungkapkan 

sedikit tentang mutan streptomycin-dependent tersebut de 

ngan menggunakan Pasteurella multocida yang berasal dari 

bentuk kering beku (seed) sebagai bahannya, dan kuman murni 

yang dipakai dalam percobaan ini adalah isolat dari suatu 
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peternakan ayam sewaktu terjadi wabah Fowl cholera. 

Salah satu cara untuk menyeleksi kuman yang meng

alami mutasi dapat dilakukan dengan . tehnik Replica pla 

ting, yaitu dengan menggunakan stempel beludru yang diste 

rilkan terlebih dahulu. Stempel tersebut digunakan untuk 

memindahkan kuman sebagai pengganti ose pada medium selek 

tif dan non selektif hingga dapat diketahui mutan yang ha 

nya dapat tumbuh pada medium selektif (14,23). 

Mutan streptomycin-dependent yang banyak diteliti 

para ahli tersebut terutama mengarah pada pembuatan vak 

sin, walaupun ada pula yang meneliti dari sudut genetika 

atau metabolisme dari kuman yang mengalami mutasi (8;22, 

25). 

Sehubungan dengan hal tersebut, maka penulis men

coba membuat mutan Pasteurella multocida streptomycin-de-

pendent dengan menggunakan metode yang telah dikemutakan 

oleh Wei dan Carter (1978) (24). Akan tetapi N-Methyl-N'

Nitro-N-Nitrosoguanidine (N.T.G.) yang biasanya dipakai 
. . 

sebagai mutagen diganti dengan alpha-Naphthylamine, kare

na adanya kesamaan diantara kedua zat kimia tersebut (4). 

Pasteurella multocida streptomycin-dependent ter

sebut disuntikkan pada hewan percobaan ayam jenis White 

Leghorn yan' telah berumur lima bulan secara subcutan, s~ 

telah itu di challenge dengan kuman ganas tiga minggu ke-

mudian secara intra muscular. 
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BAB II 

TINJAUAN PUSTAKA 

1. Pasteurella mu1tocida 

1.1. Fowl cholera. 

5 

Fowl cholera meru~akan p~nyakit infeksiosa pada 

bangsa unggas _yang berjalan . s~cara perakut, akut .dan khro

nis dengan gejala klinis oedema sekitar pial (1). Sejak di 
. - - -

temukannya di Eropa pada abad ke 18, hingga kini telah ada 

kesepakatan ba~wa . Fowl cholera ditimbulkan oleh Pasteur - ~

e11a ~ultoc~d~. Dengan ~engambi1 nama _kuman i~ pula, maka 

Fowl cholera juga disebut sebagai avian pasteurellosis (1, 

11). 
v Organisme yang berhasil diisolasi menunjukkan si -

fat Gram negatif, non motil, coccus atau coccobacillus de

ngan ukuran 0,6 - 2,6 x 0,25 - 0,4 mikron. Pasteurella mu1 

tocida ber~entuk bipolair .~ada pewarnaan methylene blue, 

Giemsa atau carbol fuchsin. Sedang bentuk kuman berkapsul 

dapat dilihat ~ba~ah ~ikroskop apabila baru diisolasi da-
v 

ri penderita (1,11,16). 

Tanda-tanda klinis yang tidak khas menimbulkan ke

su1itan untuk membedakaa dengan penyakit lain yang mirip. 

Kerugian ekonomi akibat Fowl cholera terutama disebabkaA 

kurangnya ketepatan diagnosa sedini mungkin, disamping aki 

bat sistem tata laksana perusahaan yang kurang baik (21). 

Ayam dewasa lebih peka terhadap Fowl cholera dari 

pada ayam umur 5 - 16 minggu. Bahan pemeriksaan untuk men-
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dapatkan kuman murni dapat diambil dari sumsum tulang, ha

ti, jantung, lesi-lesi dan nasal yang berasal dari penderi 

t?- (10). 

Tikus putih dan kelinci dapat diperg1lnakan -_ sebag~ 

hewan percobaan, sedang ma~mut bersifat resiste~ terhadap 

Pasteurella multocida (16). Pada kuda, sapi, kambing, an -

jingdan kucing hanya menimbulkan abces lokal hila disun

tik dengan kuman ini (11). 

Fowl cholera bersifat sporadis dan enzootis pada 

beberapa negar~ di dunia, meskipun kejadiannya lebih _se: -

ring pada ~aerah ~ang beriklim s~dang dari pada negara-ne

gara bagian utara. Sedang di Amerika serikat kasus Fowl 

cholera ·banyak ditemukan di beberapa daerah (1). 

Pembahasan mengenai penyakit Fowl cholera menjadi 

lebih menarik settelah Fowl cholera dinyatakan sebagai pe -

nyebab kerugian ekonomi yang cukup besar bagi peternakan. 

Dari hasil penelitian menunjukkan bahwa : musim dingin, 
. . - . 

:pemberian makanan yang ti~ak tepat, kurangnya ventilasi, 

kelembaban serta stress karena berbagai sebab merupakan 

faktor predisposisi untuk timbulnya penyakit Fowl cholera 

(11). 

Selain vaksin in aktif dalam bentuk oil adjuvant, 

banyak jenis antibiotika atau preparat sulfa yang diberi -

kan sebagai usaha untuk memberantas Fowl cholera dengan ha 

sil bervariasi (21). 
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1.2. Sifat pupukan. 

Pasteurella multocida mudah dipupuk pada perbenihan 

biasa, tetapi kolo~ yang didapat tidak begitu besar. Untuk 

mendapatkan hasil yang memuaskan, maka kedalam perbenihan 

d~pat ditamba~an sediki~ ~erum atau _ d~~ah. Pada blood agar 

~ast.eurella mul tocida da~at tum~11h subur tetap~ _tidak dapat 

mengadakan I:te!I!-oli~a (16~_ ~ _T~mper~tur· _optimum kurang lebih 

3(~~' sedang suasana keasama~ berkisar antara pH 7 - 7,4 d~ 

ngari
4

-batas antara pH 6 - 8,5. Pasteurella multocida bersi -

fat aerob atau fakultatif an aerob, akan tetapi untuk menda 
- - ~· -

patkan pertumbuhan yang _memuaskan diperlukan perbenihan 

yang bersifat aerob (1). Didalam perbenihan kaldu .Pasteur-

ella multocida tumbuh seperti awan yang tersebar merata, a

kan tetapi pada perbenihan tua terlihat adanya endapan pada 
- -

dasar tabung. Biasanya Pasteurella multocida tidak tumbuh 

pada perbenihan kentang (16). 

Carter (1955) membagi bentuk koloni menjadi tiga tz 

pe, yaitu : 

I Koloni mucoid (M) : merupakan koloni berukuran besar p~ 

da plat agar, dan bersifat seperti lendir padaperbenih 

an dengan sifat keganasan sedang. 

II Koloni smooth (Fluorescent) (F) : mempunyai ukuran se -

dang, tumbuh secara merata dan bersifat ganas pada ti -

kus putih. 

III Rough (blue) : koloni berukuran kecil, terlihat send~ri 

sendiri dengan keganasan rendah pada tikus putih (1). 
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1.3. Uji biokimiawi. 

Pasteurella multocida memp~nyai kemampuan untuk 

mem~e~mentasikan beberapa karb~hidrat dan lain lain, se 

hingga melalui sifat. ini pula dapat digunakan suatu diagno 
. . . - ·- -- -

sa yang khas terhadap adanya Pasteurella multocida dengan 

menggunakan uji biokimiawi. 

Beberpa karbohidrat yang dapat difermentasikan o -

leh Pasteurella multocida antara lain : fruktosa, galakto-
. . . 

sa, glukosa, manitol, ~anosa, _ s~rosa, g~se~?l, -~orb~to~ 

dan xylosa tetapi beberapa karbohidra~ _seperti -~~abiDosa, 

dextrin, dulcitol, inositol, inulin, salicin, malt?~a, lak 

tosa, raffinosa, rhamnosa dan trehalosa tidak difermentasi 

kan o~eh Pasteurella multocida (10). 

v Pasteurella multocida bila dipupuk pada blood a 

gar tidak menghemolisa media tersebut dan tidak tumbuh pa

da medium Me. Conkey, methyl red test negatif, Voges Pras-
. . . 

kau~r test negatif, indol tes~ positif, katalase test _posi 

tif. Sedang sifat-sifat lain yang dimiliki oleh Pasteur 

ella multocida yaitu : mereduksi nitrat dan methylene blue 

tidak mengubah lithmus milk dan dapat menghasilkan amoniak 

(1,10). 

2. Mutasi 

Kuman dapat mengalami mutasi karena berbagai sebab. 

Selain agent kimia, juga sinar ultra violet dan sinar x da 

pat dipakai sebagai agent untuk menimbulkan mutasi pada ku 

man. Disamping itu kuman juga dapat mengalami mutasi seca~ 

ra spontan tanpa diketahui faktor penyebabnya (12,13). 
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Menurut Watson dan Crick, terjadinya mutasi spon -

tan disebabkan adanya pergeseran tautomeris dari elektron

elektron pada basa-basa purine dan pirimidine yang jarang 

terjadi (12). 

2.1. Pengaruh alkylating agent. 

Golongan alkylating agent merupakan mu~agen yang 

dapat menimbulkan mutasi pada sel-sel kuman, walaupun sec~ 

ra prinsip adalah sama, namun mekanisme mutasi yang ditim

bulkan oleh berbagai alkylating agent adalah berbeda satu 

dengan lainnya (13). 

Beberapa alkylating agent yang dapat menimbulkan 

mutasi pada kuman antara lain : N-Methyl-N'-Nitro-N-Nitro

soguanidine (N~T.G.), 5-bromouracil, etilmetansulfonat dan 

proflavin (12). Demikian pula pada alpha-Naphthylamine (4). 

N-Me~hyl-N'-Nitro-N-Nitrosoguanidine (N.T.G.) mer~ 

pakan golongan alkylating agent yang paling banyak diteli

ti sebagai penyebab mutasi (2,12,13,24), telah diketahui 

sifat dari zat kimia ini dapat menimbulkan perubahan susu

nan dalam kode-kode genetika sehingga pasangan guanine dan 

cytosin dapat menggantikan pasangan adenine dan thymine 

(12). 

Walaupun sampai saat ini sudah banyak agent kimia 

yang dikenal sebagai penyebab mutasi, namun belum banyak 

diketahui bagaimana sebenarnya mekanisme dari mutasi ini. 

Sedang hasil dari mutasi dapat diam· ti melalui sifatnya 

yang telah berubah (13). 
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2.2. Streptomycin-dependent. 

Bila kuman ditumbuhkan pada medium yang mengandung 

streptomycin maka akan didapat tiga kemungkinan yaitu 

sensitif, resisten dan dependent. Kuman yang sensitif ti -

dak tumbuh, kuman resisten masih dapat tumbuh dan juga bi

la ditumbuhkan pada medium yang tidak mengandung streptomz 

cin. Akan tetapi pada kuman streptomycin-dependent hanya 

dapat tumbuh bila dipupuk pada medium yang mengandung 

streptomycin (13). Untuk kontrol dapat dipupuk pada medium 

yang tidak mengandung streptomycin, dan kuman streptomycin 

dependent tersebut tidak tumbuh pada medium yang tidak 

mengandung streptomycin (24). 

Ketergantungan kuman terhadap antibiotika telah di 

temukan juga pada chloramphenicol dan antibiotika yang la-

in, akan tetapi hanya yang menyangkut streptomycin saja 

yang paling banyak diketahui (19). 

Kuman streptomycin-dependent, ribosomenya mengikat 

streptomycin yang mengakibatkan fungsi dari ribosome eeru

bah sehingga berbeda. dengan· ribosome paaa·umum~y~. Kuman · .. . ~ . . . 

mutan mengandung ribosome yang terlalu terikat atau diDat~ 

si kemampuannya u~tuk dapat oerfungsi tanpa streptomycin. 

Bila ada streptomycin, maka diikat pada subunit 30 S ribo

some yang telah berubah. Mungkin ribosome memperbaikinya 

hingga terjadi suatu bentuk yang lebih normal. Ribosome 

yang terikat streptomycin ini berfungsi cukup baik untuk 

memungkinkan synthesa dari protein yang cukup bagi pertum-

buhan sel. J~stru kegiatan synthesa protein akan menurun ~ 

p~eila streptomycin tersebut dihilangkan (19). Dari sifat 
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mu1anya, dapat ditarik suatu kesimpulan, bahwa streptomycin 

diperlukan dan hanya streptomycin ini saja atau mungkin sa-

lah satu aminoglikosida -lain yang dapat menunjang pertumbuh 
.- • • 4 ... - -

annya. Hal ini dikemukakan karena telah dapat ditemukan ben 

tuk mutan lain dari streptomycin-dependent dimana kuman ma-

sih dapat hidup bila diberi asam amino sebagai pengganti 

streptomycin untuk menunjang pertumbuhannya. Mutan yang de

mikian ini disebut sebagai Conditionally streptomycin-depe£ 

dent (13,19). 

Phenomena mutasi terhadap antibiotika dependent mem - -
punyai peranan yang cukup penting didalam bidang bakteriol£ 

gi dan genetika, akan tetapi tidak banyak artinya untuk 

pengobatan infeksi secara klinis (19). 

3. Vaksin Fowl cholera 

Selain ayam dan bangsa unggas lainnya, Pasteurella 

multocida juga menyerang kalkun, sehingga _kalkun merupakan 

hewan -percobaan yang banyak digunakan dalam kaitannya de

ngan vaksin Fowl cholera (3,9,15,18). Uji coba vaksin ak -

tif di laboratorium selain bertujuan untuk memperoleh keke 

balan juga lebih dititik beratkan terhadap penggun~an vak

sin. Suatu hal yang tidak dikehendaki, yaitu hila vaksin 

aktif justru menimbulkan malapetaka bagi ternak (15). 

Dari berbagai vaksin Fowl cholera yang pernah dib~ 

at, vaksin in aktif masih merupakan bentuk yang paling a -

man, walaupun nilai proteksi yang ditimbulkan tidak setin& 

gi seperti vaksin aktif (22). Vaksin in aktif dapat dibuat 

dengan menggunakan Pasteurella multocida yang telah dile -

mahkan terlebih dahulu dengan formalin p.a. 0,5 %, dengan 
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dosis lebih dari 1 x 109 kuman in aktif (21). Sedang vak -

sin aktif masih perlu peninjauan lebih jauh, baik mengenai 

dosis dan aplikasi juga pengaruh lain untuk keamanannya 

(18). 

Selain Pasteurella mul tocida streptomycin-depen'. -

dent seperti yang telah dikemukakan disini, juga dikenal 
~-. - . 

mutan .yang b~rasal .dari seleksi kuman yang masih dapat hi

dup pada temperatur tinggi atau High Temperature Mutant 
- . . - . 

Pasteurella multocida (15)_ • . High Temp~r~~u~e Hutant !!as 

~~urella ~ult()cida mampu ~enimbulkan pro _teksi . p~d~ _k~lkun, 

baik diberikan melalui air minum maupun per tracheal. Uji 
. . .... . - - . . ~ - ~ -- · ...... -.. . .. - - - -- -

coba dengan menggunakan kuman ganas memberikan hasil yang 
- ·- -

m~muaskan, baik . seca~a kontak langsung ~tau per i~alasi 

dengan swab yang mengandung kuman ganas. Akan tetapi sete-
- . - . . -. -

lah dilakukan penyuntikan kuman ganas secara intra muscu

lar tidak terbukti menimbulkan proteksi, seluruh kalkun 

tersebut segera mati ·setelah penyuntikan dilakukan (15). 

Menurut Maheswaran et al (1973), pemberian High 

Temperature Mutant Pasteurella multocida secara intra vena 

dengan dosis 16,5 x 106 kuman, membahayakan bagi kalkun, 

karena sifat d~i High Temperature Mutant ~asteurella mul

tocida dapat kembali seperti semula, pathogen pada hewan 

peka (15). 

Skala Me. Farland yang dipak~ untuk men~~kur kep~ 

katan kuman dapat digunakan dengan cara membandingkan keke 

ruhan cairan yang ~erdapat dalam skala tersebut dengan su2 

pensi kuman, sehingga dapat diketahui berapa banyak kuman 

yang digunakan pada hewan percobaan (9,21). Melalui cara i 
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ni pula, maka challenge test dapat ditentukan dengan per

nasal, palatum, dan intra muscular (6,17). 

Penularan melalui palatum sebaiknya dilakukan de

ngan menggunakan kapas steril yang dicelupkan kedalam kul 

tur kuman dalam tryptosa phosfat broth umur 8 - 18 jam 

(Me. Farland 1). Sedang penularan secara intra muscular 

untuk mendapatkan hasil yang akut dapat digunakan 0,1 ml 

kultur dalam tryptosa phosfat broth umur 8 - 18 jam (Me. 

Farland 1) pada pengeneeran 10-4 (17). 

Pada larutan kuman yang disesuaikan dengan skala 

Me. Farland 1, berarti jumlah kuman dalam __ ~uspensi terse

but kurang lebih 1,3 x 109 kuman per m:i.llil.i:ter· (9f. 

Dari hasil percobaan yang pernah dikemukakan, ter 

nyata ayam lebih resisten bila dibanding dengan kalkun bi 
. - - . -- - -

la sama sama dilakukan penularan :.dengan menggunakan kuman 
- -

ganas melalui berbagai aplikasi. Akan tetapi ayam 1ebih 

rendah resistensinya dari pada kalkun bila keduanya sama 
- .. 

sama diberi kuman avirulent terlebih dahulu kemudian baru 
. . . 

ditu1ari dengan kuman ganas (5). 

Atas kejadian ini pula, m~ngkin pemberian vaksin 

ak~if pada kalkun dapat dipandang lebih efektif. Henurut 

Olson, pemberian vaksin aktif yang efektif pada kalkun bi 

1a kuman dalam vaksin tersebut berjumlah 4 x 108 kuman de 

ngan dieampur pada air minum. Horta1itas tidak. tampak aki 

bat pemberian dengan dosis 4 x 108 kuman tersebut, bahkan 

telah dicoba melipatkan 40 x lipat dosis standard terse -

but tanpa efek sampingan (18). 

Penggunaan mutan Pasteurella mu1tocida streptomy-
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cin-dependent pada kalkun dengan dosis 3,75 x 109 kuman 

secara per oral atau parenteral dapat menghasilkan pro -

teksi yang cukup 8aik (3). 
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.. BAB III 

MATER! DAN METODE 

15 

Pasteurella mul~o~i~a. yang ~?Unakan pada perco

ba~ .~n:i . b~r~~al d~ri Pusa1t; Weter·fularia Farma Sllirabaya. 
. - ·-

~~s~_eurell~ - ~~rsebU:t. ~~~~ s~fat-:-~i~~~n~~ ~dal~ sebaga~-

berikut : ~erbe~~- -~~t~~ pada pew~r!la~n ~~thy:L~:ne blue, 

non motil pa~~ pe~e~iksaa~ . _n~t~ _f __ d~I:l: __ be~~~fat ~:r;-am nega

tif. Pada blood agar dan tryptosa agar membentuk koloni 
. ~ --· . - ----- . . - - - . - . . - - .. . . . 

transparant. Tidak tumbuh pada medium Me. Conkey, methyl 
. . - . - ... .. - - .. - . ...... -. -· . -

red test n~g~tif, V?.ges_ Praska1:1er_ ~e~_t _ neg~~if, i~~ol 

test dan katalase test positif. Beberapa karbohidrat 

yang dapat -~ -~~~ent~~i an ta~a la~n ~- . fruk~o~a, . galakto

s~! gl~o-~a, m~ni tol:, ma~o_sa, suk~o~~' gliser~l, sorbi -: 

tol dan xylosa~ Se~~liknya arabinosa, de~t~in, dulc~tol, 

inulin, ~~t~sa, maltosa, _ r~f~in~sa, rhamnosa, salicin 

dan trehalosa tidak difermentasikan. 

He wan per co baan ayam yang digunak.an se banyak 40 . . .. 

ekor, 20 ekor untuk percobaan daya Pasteurella multocida 

~treptomyc~n~~ependent dan ~0 _ekor ~ntuk kontrol. Ayam 

pe~cobaan ~ang digun~an adalah jenis Whi~e Leghorn umur 

lima bulan. Sebelumnya telah diketahui sejarahnya bahwa - . - . . 

ayam-ayam pada peternakan tersebut belum pernah terse 

rang wabah Fowl cholera dan belum pernah di vaksinasi de 

ngan vaksin Fowl cholera. 
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2. Metode kerja 

2.1. Preparasi kuman hingga siap untuk disuntikkan. 

Pasteurella multocida dalam bentuk kering beku di 

encerkan dengan 0,1 ml NaCl physiologis steril. Kuman di-
~ - . . . . ·-

pupuk pada ~lood agar dan diinkubasikan pada suhu 37°C s~ 

lama 2~ jam. Sete~ah tumbuh, koloiri kuman diam~l ~engan 

os~, dipind~hkan pada medi~~ ~ryp~~~~ -~~~-!.~~~ ~engan 

dung 0,3 %_ ~east_ ex~ra~t, ~a~u. diinku~~~i.k~~ada ~uhu 

37°~ 24 jam. -~~~n _ y~ng tumbuh ~pindahkan p~d~ tryptos~ 

broth yang mengand~~g 0,3 % y~~s~ extract (10 ml) dan di

inkubasi 37°C selama 4 jam. Kuman diambil lalu dicentrifu 

ge dengan kecepatan 2000 rpm selama 30 menit. Endapan ha-
. . . .. . . - . . . . . 

si~ . centrifuge - ~ima~ukkan kedalam tabung centrifuge yang 

berisi ~lpha-Naphthylamine _0,5 mg per ml dalam phosfat 

buffer pH 6 (5 ml) kemudian diinkubasi 37°C se1ama 15 me-
. . 

nit. Kemudian kuman da1am tabung dicentrifuge kemba1i 

2000 ~pm se1ama 30 manit, endapan segera dicuci dengan 

tryptosa broth yang mengandung 0,3 % yeast extract dua k~ 

11. Kemudian di1akukan 1agi centrifuge, 1alu dimasukkan 

da1am tryptosa broth yang mengandung 0,3 % yeast extract 

(100 m1), kemudian diinkubasi satu ma1am (12- 18 jam). 
. . 

Kuman dicentrifuge 1agi dan endapan kuman dimasukkan da -

lam tabung reaksi yang berisi 1 ml tryptosa broth yang 

mengandung 0,3 % yeast extract. 

Setelah dilakukan preparasi seperti tersebut dia-

tas kemudian kuman yang berasal dari tryptosa broth yang 

mengandung 0,3 % yeast extract segera dipupuk pada medium 
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tryptosa agar yang mengandung 0,3% yeast -extract dan 100 

mikrogram streptomycin per ml (medium tays), kemudian di-
.. . 

inkubasikan pada suhu 37°C 48 jam. 

Pasteurella multocida yang tumbuh pada medium . 

tays adalah Pasteurella multocida yang bersifat resisten - . . - --·· - -

t~rha~ap _ s~re~to~yc~n _ da~ P~~~~~r~l~a multo~ida s~r~ptom~ 

ci~:de~~~den t~-- - ~~l~ks~_ ~a~ t~~~~lla mu~ t<? ~i-~~ -~trep ~omycin 

d~p~~den~ ~~lak~~- d~ngan -~~ng~~akc3:~ s~emp~~ _?e~~dz:u p~ 

da medium ~~ys _ke medium _ t~y~ _ yang lain d~n _ j~ga pada me-

~~ trn>~?sa_ - ~g~r yang . II?-~ngandung 0,3 % yeast extract 

tanpa str~ptom!~in . (medium tay!_• __ 

___ P~steurella mu~ tocida yan~ tumbuh pada medium 

tays dan medium tay ~da~~ -P~steur~lla multocida yang re

sis_ten ~~r~adap streptomy~i~! _ Pas~eurel~~ mu~to~ida yang 

tumb~h _pa~a me~~ - ta~s - ~etapi tid~ tum~~hpada medium 

tay _ ~d~lah .J?as_ ~euz.-~11.3: ~u~~oci~a -~tr~ptomy~i~-~epe~dent. 

Demikian seterusnya Pasteurella multocida streptomycin-de 
. . . . - . . . --- -. --- -· - - - . - . - -
pend~I1t __ t~rs~~ut di~up~ be~~lang __ k~i. p~~<i: me~ium_ tay 

dan medium tays sebagai kontrol untuk mengetahui _bahwa ... . -

Pasteurella multoc~da yang tumbuh tersebut banar-benar 
. . -- . -

Pasteurella multocida streptomycin-dependent dan bukan 

Pasteurella multocida res~~ten terhadap streptomycin. 

Dari koloni Pasteurella multocida ~treptomycin-d~ 

pendent yang dipupuk pada 10 ml tryptosa broth yang meng

andung 0,3 % yeast extract dan 400 mikrogram streptomycin 

per ml, diinkubasikan 37°C 24 jam, lalu dicentrifuge 2000 

rpm selama 30 menit, endapan dicuci dengan menggunakan 
. ' 

NaCl physiologis steril. Ulangi centrifuge, supernatan di 
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buang dan kepada endapan ditambahkan NaCl physiologis ad 

volume semula sehingga didapat Pasteurella multocida 

streptomycin-dependent didalam NaCl physiologis. Tahap i 

ni merupakan t~~ap akhir _dari preparasi Pasteurella mul

tocida streptomycin-dependent yang selanju.~nya siap un - ~ . ...: 

tuk disuntikkan pada hewan perco~aan, deng~ mengukur 

konsen trasi Pasteurella mul to.cida ~tr~pt~myc~n-d~p~~de_n t 

dalam NaCl physiologis. Pasteurella multocida streptomy-- - . . . . . . 

cin-d~pendent yang _ter~~pat dalam lar~tan NaCl physi?lo

gis biakan .kuman berumur 24 jam diukur dengan standard 
~ I • • -

Me. Farland. Dosis yang dikehendaki adalah Me. Farland 3 - . - . -

yang telah diencerkan 10-2 , dari hasil pengenceran ini -
. . -

diambil 0,1 ml untuk disuntikkan pada hewan percoba~n. 

Pasteurella multocida streptomycin-dependent de-
- - . . . ~ - . . . 

ngan kepekatan Me. Farland 1 diperkirakan konsentra~i _ ku 

man dalam suspensi tersebut adalah 1,3 x 109 kum~n per 

ml (9). 

Me. Farland 3 adalah 3 x 1,3 x 109 kuman per ml. 

Bila diencerkan 10-2 maka akan menjadi 3,9 x 107 kuman 

per ml, dari suspensi ini diambil 0,1 ml sehingga diper-
- . 

kirakan konsentrasi kuman dalam suspensi tersebut 3,9 x 

106 kuman. 

Kuman ganas yang dipakai untuk challenge test a-

dalah Pasteurella multocida biakan umur 18 jam yang dis~ 

suaikan dengan skala Me. Farland 1 yang telah diencerkan 

10-4. Dari hasil pengenceran ini diambil 0,1 ml, yang 

berarti konsentrasi kuman dalam suspensi tersebut kurang 

lebih 1,3 x 104 kuman. 
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2.2. suntikan pada hewan percobaan. 

Penyuntikan dilakukan terhadap 20 ekor ayam de -

ngan Pasteurella multocida streptomycin-dependent yang 

terdapat dalam larutan NaCl physiologis. Ayam disuntik 

secara subcutan pada bagian leher . 

Challenge test dilakukan 21 hari kemudian dengan 

menggunakan Pasteurella multocida ganas. Hewan percobaan 

yang dichallenge adalah ayam yang diberi pengebalan de -

ngan Pasteurella multocida strep~omycin-dependent dan a

yam kontrol. Challenge test tersebut dilakukan dengan ca 

ra penyuntikan secara intra muscular. 

Selama melakukan percobaan, ayam-ayam tersebut 

dihindari pengaruhnya dari luar seminimal mungkin. Pemb~ 

rian makanan dan minuman dilakukan secara teratur dua ka 

li sehari pagi dan sore. 

2.3. Isolasi kuman kembali. 

Seksi terhadap ayam yang mati segera dilakukan 

untuk mengisolasi kembali Pasteurella multocida yang be£ 

asal dari jant~ng dan hepar, lalu dipupuk pada tryptosa 

agar plate. Kuman yang tumbuh pada perbenihan diambil 

dan diwarnai dengan methylene blue dan pewarnaan Gram. 

Pasteurella multocida yang diwarnai dengan methylene 

blue terlihat bipoler dan dengan pewarnaan Gram bersifat 

Gram negatif. Koloni yang terbentuk pada tryptosa agar 

plate berbe.n tuk smooth dan mucoid . 

Sebelum dilakukan uji biokimiawi, Pasteurella 

multocida yang berhasil diisolasi tersebut dicocokkan de 
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ngan stock Pasteurella . multocida di laboratorium, baik 

morphologi secara mikroskopis maupun pupukan pada plate. 

Pada uji biokimiawi Pasteurella multocida menun

jukkan sifat yang sama seperti sebelum disuntikkan pada 

hewan percobaan. 
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BAB IV 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

'!ABEL I 

RASIL CHALLENGE TEST PADA WH!TE LEGHOR!I !AliG DIBElli HUTAN ?ASTEURELU 

HULTOC IDA STREPTOH!~Ili-DEPERDENT DAN IOI'n'ROL 

Doeie b:muni- Dosie Cha.l. Angka kemati&.%1 

/.gent untuk Ju.,lah saei dan apli dan aplika- Rari kematian setelah cka.ll•nse 

immunisasi H.P. kasi 

P.m.strepn. 20 6 
3,9 x 10 /sc 

Iontrol 20 

H;P. = Rewan percobaan. 

chal. = Chalienge. ' 

im = Intra muscular. 

Sc = Subcutlll\o 

-

ei 1 2 

4 
1,3 X 10 /im 0 0 

4 
1,3 X 10 /im 6 9 

3 4 5 6 7 8 9 10 

0 3 0 0 0 0 0 0 

0 0 0 0 0 0 0 0 

P.m.strepD. = Pasteurella multocida streptomycin-dependent. 

Setelah challenge test dengan menggunakan Pasteu~ 

ella multocida ganas, hewan-hewan percobaan tersebut sege 

ra diamati. Pada hari pertama tidak ditemukan gejala kli-

nis yang dicurigai atau kematian pada ayam yang telah di-

beri pengebalan dengan Pasteurella multocida streptomyci~ 

dependent. Kematian ditemukan sebanyak enam ekor pada a -

yam kontrol pada hari pertama tersebut dan sembilan ekor 

pada hari kedua. 

Pada hari keempat, terjadi kematian tiga ekor pa-

da ayam yang telah diberi pengebalan dengan Pasteurella 

multocida streptomycin-dependent. Ayam yang mati tersebut 

baik yang kontrol maupun bukan menunjukkan gejala klinis 
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yang sama. <re·jala klini.s yan-g oerhas:il diamati. antara ]a-

i:Lm : faeces llerwarna putih, cyam.<!Isis pada pial, kepala di. 

put;ar ke b;e:lakang (torti.colis) serta. an<!Irexia. 

Eada set:iap ayam yang mati tersebut:, diamb:il jan

tun-g; dan heparnya untuk diisolasi kemb.ali Pasteurel]a m:ul 

t:ocida. 

ITntuk mendapatkan suatu ti tik temu yang tepat. dan 

dikaitkan dengan proteksi maupun keaman~ dari. suatu vak

si.n akttf masih merupakan suatn pekerjaan yang cufrup su -

]it:. 

Rerdasarkan pada kesulitan-kesulitan yang dialam± 
. -

untuk menentukan baik atau btm"uknya suatu vaksin',_ maka t~ 

lah dikeluarkan suatu ketentuan d±dalam menilai saatw vak 

si~ khususnya vaksin Fowl cholera (I~). 

~ika selisih prosentase hidup ayam yang divaksin~ 

sf dan prosentase hidup dari ayam kontrol setelaln ch,alle

~ge test t±dak kurang dar.:ii 60 %·, maka vaks.in Fowl cholera 

't.erseout dapat. dianggap memuaska.l!l (17!). Dengan demikian 

ketentuan terseout dapat dijadikan sebagai suat~ pedoman 
- . .. 

ontuk menentukan kwalitas dari pada vaksin Fowl cholera. 

Pada percobaan ini maka hasil adalah 60 %. 
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Dari hasil preparasi Pasteurella multocida, alpha-
--

Naphthylamine dapat digunakan sebagai mutagen untuk memuta 

sikan Pasteurella multocida, sebelum Pasteurella multocida 

tersebut diadaptasikan pada medium yang mengandung strept~ 

mycin. Setelah dilakukan pengama tan selama 21 hari, Pas·. -

teurella multocida streptomycin-dependent yang disuntikkan 

pada hewan percobaan tidak menimbulkan efek sampingan. 

Basil challenge test secara intra muscular·,- bebera 

pa ayam percohaan mampu menahan challenge, meskipun ada di 

antaranya yang mati. Dari hasil perhitungan, prosentase hi 

dup ayam yang telah diberi pengebalan adalah 85 %, .. :-Seda•g 

prosentase hidup ayam kontrol adalah 25 %, jadi selisihnya 

adalah 60 %. 

Sesuai dengan pedoman pengukuraA kwalitas vaksia 

Fowl cholera (17), maka Pasteurella multocida streptomyci~ 

dependent dengan dosis 3,9 x 106 kuman dapat digunakan se-

bagai bahan vaksin. 

Dalam usaha melindungi ayam dari ~abah Fowl chole-

ra dengan cara vaksinasi, khususnya vaksin yang mengguna -

kan Pasteurella multocida streptomycin-dependent, masih 

perlu diadakan penelitian lebih lanjut. Atas dasar itu ma

ka disarankan agar diadakan penelitian lebih mendalam. Ter 

utama ditujukan terhadap dosis, aplikasi, maupun kapan da

pat dilakukan vaksinasi secara tepat, kemudian menulari ku 

man ganas dengan ber8agai cara. 
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Prosedure-prosedure yang telah dikemukakan oleh p~ 

nulis, selain tidak praktis, secara ekonomis kurang mengu~ 

tungkan. Maka penulis beranggapan, bahwa masih perlu dila

kukan penelitian yang berkaitan dengan segi kepraktisan 

dan faktor ekonomis tersebut, serta waktu atau musim yang 

tepat. 
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Pasteurella multocida yang sensitif terhadap 

~treptomycin diberi zat mutagen Derupa alpha-Naphthylami 

11.e dengan koDsentra.si 0,5 mg per ml dalam phosfat buffer 

pH 6, kemudian diadaptasikan pada medium yang mengan · -

dung streptomycin, hingga diperoleh Pasteurella multoci

da streptomycin-dependent. Dengan menggunakan stempel b~ 

ludru yang telah disterilkan terlebih dahulu, dapat dipi 

sahkan koloni Pasteurella multocida streptomycin-depen .

dent dari strain yang resisten terhadap streptomycin. 

Mutan Pasteurella multocida streptomycin-depen -

dent tersebut disuntikkan pada hewan percobaan, sebanyak 

3,9 x 106 kuman biakan umur 24 jam (Me. Farland 3 yang 

telah diencerkan 10-2 diambil 0,1 ml) secara subcutan. 

Sedang kuman ganas yang dipakai untuk challenge test ad~ 

lah Pasteurella multocida biakan umur 18 jam sebanyak 

1,3 x 104 kuman (Me. FarlaAd 1 diencerkan 10-4 diambil 

0,1 ml), disuntikkan secara intra muscular. 

Hewan percobaan ayam yang digunakan sebanyak 40 

ekor, 20 ekor untuk percobaan daya Pasteurella multocida 

streptomycin-dependent dan 20 ekor untuk kontrol. Caal -

lenge test dilakukan 21 hari kemudian pada seluruh hewan 

percobaan tersebut. 

Setelah challenge test, hewan~hewan percobaan 

tersebut segera diamati, pada hari pertama tidak ditemu-

kan kematian pada ayam yang telah diberi pengebalan de -
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ngan Pasteurella multocida streptomycin-depen•ent. Kema

tian ditemukan sebanyak enam ekor pada ayam kontrol pada 

hari pertama tersebut dan sembilan ekor pada hari kedua. 

Pada hari keempat, terjadi kematian tiga ekor pada ayam 

yang telah diberi pengebalan dengan Pasteurella multoci

da streptomycin-dependent. 

Dari ayam yang mati tersebut, dapat diisolasi 

kembali Pasteurella multocida yang berasal dari jantun, 

dan hepar. 
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Gamb:ar 1. Pembuat-a.I'll medium: tryptosa agar _yang meng 

~d~g _o.~ ~~east extraet dan streptom~ein ( medi 

UIIt ta:rs J • . 

Gam bar 2. Stempel beludru, untuk memindabkan kuman. 

pada plate. 
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Gambar 3. Memindahkan kuman dari medium tays ke medium 
tays yang lain dan medium tay. 

28 

Gambar 4. Pasteurella multocida streptomycin-dependent dalam 
larutan NaCl physiologis biakan kuman umur 24 jam diukur de
ngan standard Me. Farland 3, dipakai sebagai bahan vaksin. 
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Gambar 5. Pasteurella multoeida aalam larutan NaCl physiol£ 

gis biakan kuman umur 18: jam .diukur dengan standard Me. Fa~ 

land 4, sebelum dijadikan Me. Farland 1, dipakai untuk chal 

lenge test 

Gambar 6. Ayam mati 

set .elah d·.i c-halleng e 

dengan kurnan ganas. 
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Lampi ran 

1. Pembuatan medium tryptosa agar yang mengandung 0,3 % 

yeast extract da• 100 mikrogram streptomycin per ml. 

Bacto tryptosa 20 gram 

Bacto dextrosa 1 gram 

Sodium chloride 5 gram 

Bacto agar 15 .gram 

Yeast extract 3 gram 

Streptomycin sulfat ("Meiji") 100 milligram 

Aquadest ad 1000 milliliter 

2. Pembuatan medium tryptosa 8roth yang men~andung 0,3 % 

yeast extract dan 400 microgram streptomyci• per ml. 

Bacto tryptosa 20 gram 

Bacto dextrosa 2 gram 

Sodium chloride 5 gram 

Streptomycin sulfat ("Meiji") 400 milligram 

Aquadest ad 1000 milliliter 

3. Pembuata• alpha-Naphthylamine dalam phosfat buffer 

pH 6 dengan konsentrasi 0,5 mg per ml. 

alpha-Naphthylamime 

Phosfat buffer pH 6 

50 milligram 

100 milliliter 
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