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ABSTRACT

CHOTIAH, SITI . 1997 .

	

Isolation, identification and serotyping of Pasteurella multocida isolates from pneumonic lungs of pigs and theirsensitivity to several antibiotics . Jurnal Ilmu Ternak dan Veteriner 2 (3) : 198-203 .
Six

	

isolates of Pasteurella multocida

	

were recovered from 105 pneumonic lungs of pigs, collected from a pig slaughter house atKapuk, West Jakarta and two piggeries in Tangerang, West Java. The identification and serotyping of the isolates based on the differences of
their capsular antigenic, using indirect haemagglutination method, showed that five isolates were type A and one isolate was type D . Using the
disc method, in vitro sensitivity ofthe isolates to seven kinds ofantibiotics showed that all of the isolates were sensitive to nalidixic acid (NA
30 pg), enrofloxacin (ENR 5 pg), gentamycin (GN 10 gg), and sulphamethoxazole trimethoprim (SXT 25 pg), while five isolates were
sensitive to doxycycline hydrochloride (DO 30 gg), four isolates were sensitive to

	

erythromycin (E 15 pg), and two isolates were
sensitive to tetracycline (TE 15 pg) .
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ABSTRAK

CHOTIAH, SITI . 1997 . Isolasi, identifikasi dan penentuan serotipe isolat Pasteurella multocida

	

dari lesi pneumonik paru-paru babi dan
kepekaannya terhadap beberapa macam antibiotika . Jurnal Ilmu Ternak dan Veteriner 2 (3) : 198-203 .

Enam isolat Pasteurella multocida telah diperoleh dari 105 sampel paru-paru babi yang mengalami lesi pneumonik yang dikoleksi darisebuah rumah potong babi di Kapuk, Jakarta Barat dan dua buah petemakan babi di Tangerang, Jawa Barat . Identifikasi dan penentuan
serotipe isolat berdasarkan perbedaan antigenik kapsular dengan metode hemaglutinasi tak langsung menunjukkan bahwa lima isolat
tergolong type A dan satu isolat tergolong type D . Secara in vitro dengan metode cakram, kepekaan isolat terhadap tujuh macam antibiotikamenunjukkan bahwa semua isolat peka terhadap asam nalidiksat (NA 30 gg), enrofloksasin (ENR 5 pg), gentamisin (GN 10 gg), dansulfametoksazol trimetoprim (SXT 25 gg), sedangkan lima isolat peka terhadap doksisiklin hidrokhlorida (DO 30 pg), empat isolat peka
terhadap eritromisin (E 15 kg) dan dua isolat peka terhadap tetrasiklin (TE 15 gg).

Kata kunci : Pasteurella multocida, babi, penentuan serotipe, antibiotika

PENDAHULUAN

Pasteurella multocida memegang peranan pen-
ting dalam menimbulkan penyakit pada - saluran
pemapasan babi. Peranannya tidak hanya sebagai
penyebab primer, tetapi juga sebagai penyebab
sekunder terhadap organisme lain . Infeksi oleh kuman
tersebut pada babi disebut pasteurellosis yang penyakit-
nya dapat berjalan secara subklinis atau bergabung
dengan pneumonia dan septikemia dari beberapa
perubahan yang akan mengakibatkan kematian, kondisi
tubuh menurun dan laju pertumbuhan terhambat
(TAYLOR, 1989) .

Penyakit pernapasan pada babi merupakan hasil
suatu interaksi kompleks dari beberapa agen infektif
(virus, bakteri dll), prosedur tatalaksana dan kondisi
lingkungan (FARRINGTON, 1986) . P. multocida
merupakan bakteri yang umum ditemukan pada lesi
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paru-paru babi akibat penyakit enzootic pneumonia
yang disebabkan oleh Mycoplasma hyopneumoniae
(OSBORNE et al., 1981 ; PIJOAN et al., 1984) . Di
samping itu, gabungan infeksi antara Bordetella
bronchiseptica dan P. multocida tipe D akan menimbul-
kan penyakit yang disebut atrophic rhinitis . Infeksi
campuran tersebut akan menimbulkan atropi lebih hebat
pada tulang turbinate (conchae) jika dibandingkan
dengan infeksi oleh masing-masing kuman tersebut
(KIELSTEIN et al., 1986 ; CHEN et al., 1989) . FUENTES
dan PIJOAN (1987) dalam percobaannya membuktikan
bahwa infeksi virus pseudorabies tidak dapat
menimbulkan lesi pneumonik pada paru-paru tanpa
disertai oleh bakteri P. multocida.

P. multocida dibagi menjadi bermacam-macam
serotipe dan masing-masing serotipe akan menggam-
barkan sifat penyakitnya. Berdasarkan sistem Carter,
identifikasi serotipe dengan metode uji hemaglutinasi



tidak langsung membagi P. multocida ke dalam 5 tipe
antigen kapsul, yaitu tipe A, B, D, E dan F, sedangkan
menurut sistem Heddleston, dengan metode gel
diffusion precipitin test kuman ini dibagi menjadi 16
tipe antigen somatik, yaitu tipe 1 sampai 16 (RIMLER
dan RHOADES, 1988) . Pada babi tercatat ada 3 tipe
antigen kapsul, yaitu A, B dan D, tetapi tipe A lebih
umum dijumpai pada kasus pneumonik walaupun tipe
lain dapat juga dijumpai, terutama tipe D (TAYLOR,
1989) .

Menurut FARRINGTON (1986) penyakit primer
yang disebabkan oleh P. multocida tipe B pernah
dilaporkan, walaupun kasus ini diasosiasikan dengan
pasteurellosis septikemia akut (haemorrhagic septica-
emia) pada sapi dan kerbau di negara tropis di Asia .
Hemoragik . septikemia pada babi adalah istilah yang
tidak tepat untuk infeksi Pasteurella pada babi secara
umum, sebab lesi-lesi yang menyertainya tidak berarti
dan tidak selalu ditemukan pada penyakitnya, akan
tetapi P. multocida tipe B2 telah mewabah pada babi
di India dalam bentuk akut septikemia (VERMA, 1988).
Pada percobaan P. multocida tipe A hasil isolasi dari
kasus klinis pneumonia, setelah diinokulasikan pada
anak babi menimbulkan lesi pneumonik pada paru-paru
(MARTINEz et al ., 1988 ; HALL et al ., 1988) .

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui
keberadaan kuman P. multocida dan tipe yang dominan
pada paru-paru babi yang mengalami lesi pneumonik
dan kepekaannya terhadap antibiotika.

Spesimen

Seratus sampel paru-paru babi yang menunjukkan
perubahan patologis anatomis (PA) diambil dari-rumah
potong babi di Kapuk, Jakarta Barat, dan lima ekor babi
umur bervariasi diambil dari dua petemakan babi di
Tanggerang . Spesimen paru-paru diambil secara
aseptis, kemudian dimasukkan ke dalam kantung
plastik dan dibawa ke laboratorium dalam kemasan
yang berisi es . Sementara itu, lima ekor babi yang klinis
menunjukkan pneumonia di peternakan dibawa ke
laboratorium untuk diotopsi dan diambil paru-parunya .
Kegiatan tersebut dilakukan dalam bulan Oktober dan
Desember 1993 .

Isolasi dan Identifkasi

MATERIDAN METODE

Permukaan paru-paru secara terpisah dibakar
dengan spatula panas, kemudian bagian dalamnya
diambil kira-kira 1 cm', dihancurkan dengan
stomacher 80,

	

lalu ditanam pada medium agar darah
dan agar Mac Conkey, diinkubasikan pada suhu 37° C
selama 24 jam. Koloni yang dicurigai diperiksa dengan
pewamaan Gram, kemudian beberapa koloni ditanam
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dalam medium lain untuk diidentifikasi sesuai dengan
metode baku yang biasa dilakukan (CARTER, 1973 ;
CowAN, 1974) .

Identifikasi serotipe

Isolat P. multocida yang telah diidentifikasi
ditentukan serotipenya berdasarkan perbedaan antigen
kapsul dengan metode hemaglutinasi tidak langsung
yang dilakukan dalam cawan mikro menurut RIMLER
dan BROGDEN (1986), dengan sedikit modifikasi .,
Dalam metode ini yang harus dipersiapkan adalah :
1 . Pembuatan antigen untuk serum hiperimun. Isolat

baku P. multocida tipe A, B, D dan E ditumbuhkan
dalam medium agar darah. Bakteri murni yang
tumbuh dipanen dengan cara pencucian memakai
larutan formol buffered saline 0,3%, sedangkan
kekeruhannya ditetapkan dengan memakai Well-
come opacity tube nomor 7 (disebut antigen mati) .
Bakteri baku tersebut di atas ditumbuhkan dalam
medium brain heart infusion broth umur satu
malam (disebut antigen hidup) .

2 . Pembuatan serum hiperimun dilakukan dengan
memakai dua ekor kelinci dewasa untuk masing-
masing serotipe, yang diinokulasi melalui vena
aurikularis dengan antigen mati . Dosis yang diberi-
kan berturut-turut 0,25 ml, 0,5 ml, 0,75 ml, 1 ml,
1,25 ml, dan 1,5 ml, dengan interval empat hari .
Tujuh hari setelah inokulasi terakhir 0,5 ml
antigen hidup disuntikkan secara intravena . Darah
dari vena aurikularis diambil sepuluh hari setelah
suntikan terakhir. Serum dipisahkan, kemudian di-
simpan pada suhu -10 °C untuk pemakaian selanjut-
nya.

3 . Pembuatan antigen untuk uji hemaglutinasi tidak
langsung . Isolat P. multocida baku tipe A, B, D, E
dan isolat yang akan ditentukan serotipenya ditum-
buhkan masing-masing pada medium dextrose
starch agar yang diinkubasikan pada suhu 37° C
selama 18 jam. Dari setiap cawan Petri masing-
masing panenan dimasukkan ke dalam 2 ml larutan
phosphate buffered saline (PBS) dengan pH 7,2,
kemudian ditambahkan 1 ml hialuronidase (konsen-
trasi akhir 150 unit/ml PBS), lalu ditambahkan
0,05 ml toluen, dan dicampurkan. Suspensi diin-
kubasikan pada suhu 37° C selama satu setengah
jam, kemudian dipanaskan dalam penangas air pada
suhu 100'C selama 30 menit. Setelah dingin sampai
mencapai suhu kamar, suspensi disentrifuse pada
12.000 G selama 20 menit, sedangkan supernatan-
nya dipindahkan dan ditetapkan menjadi 4,5 ml
dengan larutan PBS . Tambahkan 0,5 ml 10% sel
darah merah (RBC) domba ke dalam supernatan
tersebut, lalu dinkubasikan pada suhu 37° C selama
satu setengah jam dengan mengocok setiap 30
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4 . Uji hemaglutinasi tidak langsung dilakukan dalam
cawan mikro dengan membuat pengenceran seri
antiserum. spesifik dengan pengenceran kelipatan 2
dalam 0,05 ml PBS. Dengan jumlah yang sama
sensitisasi RBC ditambahkan ke dalam setiap
pengenceran, kemudian cawan mikro diinkubasi-
kan -pads suhu kamar selama satu setengah jam.
Periksa terhadap adanya aglutinasi .

Uji kepekaan terhadap antibiotika

SITI CHOTIAH : Isolasi, Identiftkasi dan Penentuan Serotipe Isolat Pasteurella multocida

menit . Sensitisasi RBC tersebut dicuci sebanyak 3
kali dengan PBS yang berisi 0,5 % bovine serum
albumin (BSA). Setelah pencucian terakhir kon-
sentrasi sensitisasi RBC dibuat menjadi 0,5 % (v/v)
dalam PBS BSA .

Uji kepekaan isolat secara in vitro terhadap 7
macam antibiotika dilakukan dengan menggunakan
biodisk buatan Oxoid dan Bayer (Baitryl) dengan
metode cakram (SIMMONS dan CRAVEN, 1980) dalam
medium padat Mueller Hinton . Parameter kepekaan

Tabel 1 . Hasil karakterisasi organisme yang diisolasi dari paru-paru babi yang mengalami lesi pneumonik

Jenis uji

15/007 6/12

Keterangan
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Kode isolat

	

Pasteurella
multocida

95

+ = positif
- = negatif

by = batang pendek (bipoler)
nm = non-motil
Dari RPH Kapuk, DKI Jakarta : isolat-isolat 15/007 ; 6/12 ; 95 ; 69 dan 7
Dari peternakan babi di Tangerang : isolat KJ
* Pasteurella multocida menurut COWAN (1974)

d

	

=

	

berbeda reaksi untuk galur yang berbeda

ditentukan dengan adanya diameter daerah hambatan
yang dibentuk dari masing-masing antibiotika .
Penentuan kepekaan sesuai dengan baku yang dibuat
oleh pabrik pembuatnya . Tujuh macam antibiotika yang
diuji adalah sulfametoksazol trimetoprim (SXT 30 gg),
doksisiklin hidrokhlorida (DO 30 jig), asam nalidiksat
(NA 30 gg), enrofloksasin (ENR 5 lug), eritromisin (E
15 ug), gentamisin (GN 10 lug), dan tetrasiklin (TE 30
gg) .

HASIL DAN PEMBAHASAN

Dari 105 sampel paru-paru dengan lesi pneumonik
didapatkan enam isolat yang diidentifikasi sebagai P.
multocida berdasarkan pembakuan identifikasi menurut
metode CARTER (1973) dan COWAN (1974) . Isolat-
isolat tersebut dengan kode dan asalnya masing-masing
adalah 15/007, 6/12, 95, 69 dan 7 berasal dari RPH
Kapuk dan KJ berasal dari petemakan di Tangerang
(Tabei 1) .

KJ 69 7
Pewamaan Gram
Morfologi
Bentuk koloni
Hemolisis
Mortalitas
Katalase

-
by

kasar
-
nm
+

by
kasar

-
nm
+

by by
kasar kasar

nm nm

by
kasar

nm

by
kasar

nm

by

nm

Oksidase + + + + + d
Urease - - - - - d
Gelatin - -
Indol + +
Reduksi nitrat + +
H,S - -
Pertumbuhan pada agar - -
Me Conkey
Pembentukan asam dari

- arabinosa - -
- manitol + +
- rafinosa - -
- salisil - -
- sukrosa + +
- maltosa + + + + + d
- sorbitol - - - d
- laktosa - - - d
- glukosa + +



Penentuan serotipe terhadap isolat-isolat P.
multocida tersebut menunjukkan lima isolat (83,3%)
masing-masing dengan nomor kode 15/007, 6/12, KJ,
69, 7 termasuk serotipe A dan satu isolat (16,7%) kode
95 termasuk serotipe D (Tabel 2) . Hasil penelitian ini
mendukung hasil-hasil penelitian terdahulu yang
dilakukan oleh peneliti lain di luar negeri. Di Amerika
Serikat, PIJOAN et al . (1984) dalam penelitiannya
menunjukkan bahwa 87,5% dari kuman P. multocida
yang dapat diisolasi dari lesi pneumonik paru-paru babi
termasuk serotipe A dan 12,5% termasuk serotipe D . P.
multocida yang diisolasi dari paru-paru babi yang
menderita pneumonia di Nagasaki (Jepang) 81,9%
termasuk serotipe A dan sisanya 18,1% termasuk
serotipe D (IWAMATSU dan SAWADA, 1988) . WHITE et
al. (1992) dalam penelitiannya di Australia mengatakan
bahwa isolat P. multocida yang diisolasi dari rongga
hidung termasuk kapsular tipe D, sedangkan kapsular
tipe A banyak ditemukan dari paru-paru .

Keterangan :
+ = positif
- = negatif

TAYLOR (1989) menyebutkan bahwa serotipe A
lebih umum pada kasus pneumonia walaupun serotipe
lain juga ada, terutama tipe D . Pendapat tersebut di
atas sesuai dengan temuan dalam penelitian ini yang
menunjukkan bahwa serotipe D juga ditemukan, walau-
pun jumlahnya lebih kecil jika dibandingkan dengan
serotipe A yang dominan ditemukan dari paru-paru
babi . Belakangan ini sering dilaporkan bahwa isolat P.
multocida kapsular tipe A dan somatik tipe 3 (A:3)
lebih umum dijumpai dalam kasus pneumonia babi di
USA (TAYLOR, 1989) .

Menurut SLAMET et al . (1981), tiga isolat P.
multocida dari kasus kolera unggas yang menyerang
itik di Bali, setelah ditentukan serotipenya di labora
torium mikrobiologi Universitas Michigan, ternyata
semua isolat tersebut termasuk kapsular tipe A dan so-
matik tipe 1 (tipe A:1) . Penyakit hemoragik septikemia
(HS) yang dikenal dengan penyakit ngorok (sebutan di
Indonesia) pada sapi dan kerbau yang ada di Indonesia
disebabkan oleh P. multocida termasuk kapsular tipe
B dan somatik tipe 6 (B:6), sedangkan serotipe 13 :11
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tidak menjadi penyebab HS, walaupun serotipe ini
patogenik bila disuntikkan pada sapi (BAIN et al.,
1982) . HARTANINGSIH dan SANTIA (1984) memakai
metode agar gel presipitasi (AGP) dan counter immuno-
electrophoresis (CIE) untuk menentukan kapsular tipe
B dan E terhadap galur P. multocida yang berasal dari
beberapa macam hewan (tujuh isolat dari sapi, empat
isolat dari babi dan dua isolat dari itik) telah
menunjukkan hasil yang berbeda . Pendapat BROGDEN
dan PARKER (1979) menyatakan bahwa penentuan
serotipe P. multocida menurut metode yang satu dapat
berbedajika ditentukan dengan metode yang lain .

Dari penelitian ini baik serotipe B maupun
serotipe E tidak ditemukan (Tabel 2) . Dalam penentuan
serotipe, direkomendasikan oleh Carter dan
CHENGAPPA (1981) bahwa sebaiknya hasil identifikasi
dikombinasikan antara metode Carter dengan indirect
haemaggutination test (antigen kapsul) dan metode
Heddleston dengan gel diffusion precipitin test (antigen
somatik), selama dua uji tersebut memberikan hasil
klasifikasi yang berbeda.

Semua isolat P. multocida yang dipakai dalam
penelitian ini peka terhadap asam nalidiksat (NA 30
gg), enrofloksasin (ENR 5 gg), gentamisin (GN 10 pg)
dan sulfametoksazol trimetoprim (SXT 25 ~tg), lima
dari enam isolat peka terhadap doksisiklin hidro-
khlorida (DO 30 Ng), empat dari enam isolat peka
terhadap eritromisin (E 15 gg) dan dua dari enam isolat
peka terhadap tetrasiklin (TA 30 gg) (Tabel 2) .
Antibiotika tetrasiklin dalam bentuk khlortetrasiklin
atau oksitetrasiklin yang biasanya diberikan dalam
bentuk makanan, minuman atau suntikan sebagai tindak
pengobatan dan pencegahan banyak dijumpai di
lapangan. Hal ini mungkin ada hubungannya dengan
hasil penelitian ini yang menunjukkan bahwa hanya
33,3% dari isolat P. multocida yang diuji peka terhadap
tetrasiklin (TA 30 gg) .

Tabel3 . Uji kepekaan isolat Pasteurella multocida
dari paru-paru babi dengan lesi pneu-
monik terhadap beberapa macam antibiotika

Keterangan : * Jumlah sampel yang diuji 6 isolat

Beberapa galur P. multocida resisten terhadap
beberapa macam antibiotika sehingga jika memungkin-
kan, sebaiknya pengobatan didasarkan pada uji kepe
kaan secara in vitro (FARRINGTON, 1986) . Menurut
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Tabel2 . . Hasil identifikasi serotipe (berdasarkan per-
bedaan
yang
mengalami

antigen kapsul)
diisolasi dari

lesi pneumonik

isolat P.
paru-paru babi

multocida
yang

Serotipe Kode Isolat Jumlah
15/007 6/12 95 KJ 69 7 Positif

A + + -, + + + 5
B - - - - - - 0
D - - + I
E - - - - - - 0

Jenis antibiotika

Sulfametoksazol trimetoprim
Sensitif
6/6

Hasil uji*
Sedang

0/6
Resisten

0/6
(SXT 25 pg)
Doksisiklin hidrokhlorida 5/6 1/6 0/6
(DO 301xg)
Asam nalidiksat (NA 30 wg) 6/6 0/6 0/6
Enrofloksasin (ENR 5 kg) 6/6 0/6 0/6
Gentamisin (GN 10 Vg) 6/6 0/6 0/6
Tetrasiklin (TA 30 kg) 2/6 1/6 3/6
Eritromisin E 15 4/6 2/6 0/6
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HANNAN et al . (1989) siprofloksasin adalah quinolon
yang paling aktif terhadap galur P. multocida yang
diisolasi dari babi dengan kadar hambat minimal 0,026
pg/ml, sedangkan antibiotika lain seperti genta-misin
dan oksitetrasiklin kadar hambat minimalnya berturut-
turut 1,3 ug/ml dan 2 pg/ml. Dalam penelitian, ternyata
semua isolat yang diuji peka terhadap quinolon jenis
asam nalidiksat dan enrofloksasin. Kadar hambat
minimal 50% galur P. multocida yang sensitif dan
resisten terhadap tetrasiklin berturut-turut 0,025 - 0,5
lsg/ml dan 0,5 g/ml - 64 ug/ml (PAPERS et al ., 1989).
Jika dibandingkan dengan hasil penelitian ini, terdapat
kesamaan walaupun menggunakan metode yang
berbeda, yaitu galur P. multocida yang diuji sebagian
(ada yang) resisten terhadap tetrasiklin. Dari beberapa
temuan di atas ternyata secara in vitro galur P.
multocida yang diisolasi dari saluran pernapasan babi
sangat peka terhadap quinolon (siprofloksasin, asam
nalidiksat dan enrofloksasin) dan antibiotika lain seperti
kanamisin, gentamisin dan sulfametoksazol trime-
toprim .

ISHII et al . (1990) di Jepang telah melakukan
percobaan in vitro memakai 15 macam antibiotika
terhadap 14 isolat P. multocida yang diisolasi dari babi
yang berasal dari 14 petemakan. Hasilnya menunjukkan
resistensi yang beragam sehingga disimpulkan bahwa
resistensi terhadap obat (antibiotika) telah meninggi .
SLAMET et al. (1981) di Indonesia dalam percobaannya
secara in vitro menggunakan terramisin 100 ug/ml
cukup membunuh P. multocida penyebab kolera
unggas di Bali . Belakangan ini UTOMO (1993)
menyebutkan bahwa isolat P. multocida hasil isolasi
dari burung kasuari di Yayasan Margasatwa Kebun
Binatang Bandung sensitif terhadap sulfametoksazol,
khloramfenikol, kanamisin, ampisilin, eritromisin,
neomisin, tetapi resisten terhadap streptomisin dan
polimiksin B.

Penentuan serotipe kapsular dengan memakai
metode hemaglutinasi tidak langsung, yang dilakukan
pada cawan mikro terhadap isolat P . multocida yang
diisolasi dari paru-paru babi adalah pertama kali
dilakukan di Indonesia .

KESIMPULAN DAN SARAN

Dari 105 sampel paru-paru babi yang mengalami
lesi pneumonik yang diambil dari rumah potong babi di
Jakarta Barat (DKI Jakarta) dan petemakan babi di
Tangerang (Jawa Barat) telah dapat diisolasi enam
isolat kuman yang diidentifikasi sebagai Pasteurella
multocida. Penentuan serotipe berdasarkan perbedaan
antigen kapsul menunjukkan bahwa satu isolat
termasuk tipe D dan lima isolat tipe A, sedangkan
serotipe B dan Serotipe E tidak ditemukan. Semua isolat
(100%) peka terhadap asam nalidiksat (NA M gg),
enrofloksasin (ENR 5 pg), gentamisin (GN 10 gg) dan
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sulfametoksazol trimetoprim (SXT 25 gg), sedangkan
lima isolat (83,3%) peka terhadap doksisiklin
hidrokhlorida (DO 30 pg), empat isolat (66,6%) peka
terhadap eritromisin (E 15 pg) dan dua isolat (33,3%)
peka terhadap tetrasiklin (TE 15 Etg) .

Untuk menentukan terapi yang tepat, perlu
dilakukan isolasi dan identifikasi agen penyebab pe-
nyakitnya dan uji sensitivitas terhadap antibiotika. Perlu
dilakukan penelitian lebih lanjut untuk mendapatkan
gambaran epidemiologi penyakit pasteurellosis pada
babi dan evaluasi terhadap efikasi dan efisiensi vak-
sinasi hemoragik septikemia atau septikemia epizootika
(SE) pada petemakan babi di Indonesia.
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