
BAB I II 

BAHAN DAN METODE 

Tem pat da n waktu pene1iti a n 

Da1am pene1iti a n ini dilakukan pa da du a tem pat , ya itu untuk 

pemeliha r aan ayam berl ok asi di jalan Petemon Ij 79 5urabaya. Se-

da ng ka n untuk pemeriksaa n titer a ntibodi .idan ba kteriologi dilaku-

kan di 1a bora turium Bakteriologi FKH Uniuersitas Airlangga. Pene-

1itian ini dim ul a i pada tanggal 24 - Desember 1986 samp a i dengan 

t a ngga 1 7 - April 1 987 . 

A. Bahan 

I. Vaksin 

Va ksin yang digunakan ada1ah ·bakterin inaktif dari ~~~ -

phylus 9all~~ ( HG ) hluatan VETMA Surabaya. Adapun:' kaQ 

dungan kuman dari bakterin tersebut adalah 108. kurnan ·. HG 

per dos is 0,1 mI. 

:2 . Antigen 

3. 

4, 

Antigen dibuat dad biakan isolatli.p·ausallinarum ( VE..TMA ) 

yan g diinkubasika n pada suhu 37 0 C selama 1 8 ~ 24 jam, ke-

mudian dipanen dan dibuat suspensi yang mengandung atau be-
8 ,15 

risi 10 kuman H. paraga l linarum per 0,1 ml. 

Media 

Me di a untuk !:!.. par a 9 a III n a r 'um ad alah Agar: darah yang me'r1gan~ 

dung ektraK 1' agi dan serum kuda 1 '% dar.l media cair . IDrain 

heart infusion ( BHI ) . 
Bahan kimia lain 

Baha n kimia ya ng j uga digunakan dalam penelitian ini antara 

1 a in; Ph 0 s fat b u f fer s a 1 in ( PBS .) PH . 7, 2; a 1 k 0 hoI 7 O~ . . %, 

fo rm a lin 0,0 25 %. 
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5 . Al at - alat 

Microplate tipe U, pipet dropplet 0 , 02 5 ml dan 0,05 ml, mi-

crodiluter 0,0 25 ml, venojec k , centrifuge, t ab un g 2' ml da n 

5 ml, ge l a s beaker , rak tabung, s pu it 1 ml da n 5 ml, cawan 

petr i, ose, bunsen, inkubator, erlemayer dan pipet. 

6 . Hewan percobaan 

Sebanyak 96 ekor ayam umur sahari ( kuri ) janis Bromo 508 

digunaka n dalam penalitian ini yang terbegi etas; 36 ekor 

digunakan untuk pemeriksaan terhadap r050 dan 60 ekor dlgu-

~akan untuK penentuan respon kekebal an. 

B. ~etoda 

1 . Pe rsi apa n penelitian 

a. Kandang 

Kandang yang d1petgunakan memakai sistem alas bambu. 

Kandang tersebut dibuat sedemikian rupa tergantung dari 

kebutuan. Kand a ng .. untuk penghitungan terhadap I D50 dibu­

a t s ebanyak 6 petak ya ng masing ~ ma sing petak berukuran , 
60 x 60 cm. Kandang ini juga digunakan untuk uji tantang 

Sed a ng kand a ng ya ng diperguna ka n untuk a yam yang divak -

sin da n tidak divaksin dibuat 4 petak yang masing - ma-

sing berukuran 50 x 100 cm. 

b. Pembuatan £ritrosit ayam 'l persen. 

Oarah ayam donor diambil sebanyak 2 ml melalui vena axil -

laris dengan vac um tainer yang berisi l a rutan anti pembe-

kuan darah. Da r ah dicuci .denga n P~S sambi 1 dipusingkan 

dan .supernatannya dibuang selanjutnya dilakukan pencucian 

dengan PBS s a mpai tig a ka li dengan cara yang sama. Kemudi-

a n endapan erLtrosit ter sebut dita mbah den ga n PBS menurut 

keperluan. ' 
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c . Pe mbuktian iso1at Haemophilus :para.gallinarum 

1so1a t di pe ro1 eh da ri VETMA Sura baya , sebe1um diguna -

ka n da 1am pe ne1itian ini di1 a kukan pembukti an .Iso1at ter 

sebut dibi-ctkkan §a l a m Aga r darah ya ng menga nd ung eks -

t r ak · ragi da n serum k uda 1 %. Disampin g itu di l a kukan 

pewa rnaan Gr am . Dua hari sete1a h pemupukan, qiak~~n ter­

seb u t dipupuk kemba li ( pemurni a n ). Has i1 biakk~n dari 

pup uk a n kedua di1 a njutkan de ngan uji biokimiawi dan .gula 

gu1a untuk me nent ukan k uman ... ,ti •. paragallinarum. 

d . Pembua t an suspensi kum a n untuk uji t a ntang 

Kuman pe na nta ng dipergunakan i so l a t,ti.paragallinaru.~ Sa­

balum dipaltai sa.bagal kuman .penantang dihitung dO'sis 1n­

feksi minima l 50 % ( 1050 ) pada ayam umur 8 minggu. 1-

s ol a t terssbut diamb il da ri media c a ir BH1; kemudian di-

encerka n secara seri kelipa tan 10 mul a i dari pen ge nceran 

-2· -11 10 sampai 10 • Masi ng -ma sin g penge ncera n tersebut 

dib iakan da1 a m media BH 1 padat , ya ng selanjutnya d i1 a ku-

ka n perhitun ga n jumla h kum a n. Disa mpin g itu juga diino-

ku1asipada tubuh a yam . Penyuntika n tersebut dimu1ai dari 

pe ngenceran 10-6 s a mp a i 10-11 pa da setiap ekor a yam se-

c a r a intra na sal. Ayam yang diinokulasi ' dari masing-

ma sing pengence r an a da1 a h 6 ekor , sel a njutnya diamati 

ge j a l a klinis pada a ya m yan g teri nfeksi k uman • Pe nga-

matan di 1a kukan se1ama 14 hari, a yam yang me nunjukkang~ 

ja la klini k di1 a kuk a n pencatatan . 10 50 di hitung denga n 

mengg una ka n metod e REED dan MUEN CH ( 1938 ) 

1e h YAMAM OTO,( 1 983 ) . 

dikutip 0-
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2. Pelaksanaan penelitian 

a. Pemeriksaan antibodi maternal 

100 e kor a nak ayam petelur jantan umur 1 hari ( kuri ) j~ 

nis Bromo SOB pada umur 6 minggu diambil serumnya untuk 

didete ksi antibodi maternal dengan agglutinasi plate. A-

yam yan g menunjukan hasil uji positif dikeluarkan dan bi-

la hasil uji negatif ,' dipergunakan dalam penelitian. 

b . Vaksinasi dengan vaksin Coryvet 

Se banyak 60 e kor ayam jenis Bromo 508 berumur 8 minggu di 

bagi seeara aeak sama banyak menjadi kelompok I yang 

vaksinasi dengan menggunakan bakterin ~. gallina rum 

duksi Vetma dengan dosis 0,5 ml ( 1 x 108 kuman ) 

'di-

pro-

s untikan dibawah kulit leher dan kelompok II sebagai kon-

trol yang tidak divaksinasi. 

e. Penentuan efektivitas vaksin 

1. Pengukuran titer antibodi 

Antibodi hasil vaksinasi diukur setiap minggu, yaitu 

pada minggu I, II, II I, IV , V, da n VI setelah :d i vaksi 

nasi. Penghitungan titer antibodi dilakukan dengan uji 

hambatan agglutinasi mierotiter eara ALLAN 

( 1978 ). Dalam uji tersebut digunakan antigen yang b~ 

rasa l ,dari isolat H. paragallinarum yang diperoleh da 

ri Vetma. 

2. Uji tan tang ( Challenge test ) 

Ayam umur 10 minggu atau , 2 minggu setelah divaksinasi 

ditantang dengan menggunakan ~. paragallinarum patogen 
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dari ayam dengan dosis 108 ,15 kuman pe~ 0,1 m1r untuk ' 

setiap ekor ayam melalui 1ubamg hi dung ( RIMLER et.a1., 

1977 ). Jumlah masing - masing kelompok yang ditantang 

adalah sebagai berikut; kelompok I dan II masing - ma . ~ 

sing 30 ekor ya ng dibagi dalam 3 tahap. Taha p pertama, 

ma sing - masing 10 ekor ditantang pada minggu ke II se­

telah divaksinasi. Tahap kedua, masing - masing 10 ekor 

dit a ntang p a da minggu ke IV dan t a hap ketiga, masing -

masing 10 ekor ditantang pada minggu VI sete1ah , vaksi-

nasi. 

d. Iso1asi dan identifikasi kuman 

Ayam yang menunjukkan gejala klinik, maka eksudat yang 

terdapat da1am 1ubang hidung a yam tersebut diambil dengan 

menggunakan Cotton swab, material tersebut kemudian dima­

sukkan ke da1am botol yang telah mengandung PBS, selanjut­

nya di1akukan pewarnaan Gram, dibiakkan pada agar darah 

yang te1ah ditambah .ek s tra k :ragi dan serum kuda 1 % 

dilanjutkan dengan pemurnian. Hasil biakan dari pemurnian 

dilanjutkan dengan uji biokimia dan gula - gula untuk me­

nentukan kuman ~. paragallinarum. 

e. Penghitungan titer antibodi ( BRUGH, 1978 ). 

Titer antibodi rata - rata ( Geometrik Mean Titer) dari 

tiap kelompok a yam ada1ah jumlah titer antibodi dari masing 

- masing kelompok dibagi dengan jum1ah ayam dalam kelompok 

tersebut. 

3. Analisa data 

Data yang diper01eh, dikumpu1kan dan diadakan tabu1asi. ke-
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mudian dl uji secara statistik, dibandingkan antara kelom-

pok perlakuan dan kelompok kontrol yaitu; 

a. untuk perbedaan Geometrik Mean Titer dilakukan uji II t II 

student ( SUDJANA dkk\ 1975 ); 

b.untuk uji tantang digunakan uji II X2 "( Chi - Kwadrat ) 

( SUOJANA dkk,1975 ); 

c. untuk mengetahui apakah ada korelasi antara Geometrik 

Mean Titer hasil vaksinasi dengan ujitantang, digunakan 

uji kore1asi ( II r II ) ( SUQJANA dkk, 1975 ). 

i . 
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