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Tindakan pengisolasian kuman mungkin masih
dapat diharapkan menjadi salah satu cara dalam men-
cari jawaban dari sebab-sebab kejadian penyakit,
walaupun hasil pemeriksaan tersebut memerlukan
sokongan upaya lain, seperti uji serologik dan
biokhemik (Popoff, 1979). Dan untuk jenis kuman
yang dikategorikan ganas karena letalitas beberapa
racun yang dihasilkannya, maka uji penentu yang
diperlukan baginya adalah pemeriksaan imunotoksi-
kologik, seperti uji netralisasi toksin-antitoksin pada
hewan percobaan .
Kuman-kuman yang diduga terlibat dalam kasus ini

adalah Bacillus anthracisdanClostridium perfringens,
dimana kuman clostridia selain merupakan jasad renik
toksigenik juga bersifat sangat tidak toleran terhadap
oksigen (anaerobik). Dengan demikian maka untuk
menentukan keganasan kuman clostridia perlu
dilakukan pemeriksaan khusus terhadap toksin-toksin
letal yang dihasilkannya (Egerton danWalker, 1964).

Uji serologik lainnya yang pernah dikembangkan
dalam menegaskan kuman clostridia asingan adalah
uji aglutinasi dan teknik fluoresen antibodi (Yamagishi
et al 1971) . Dengan melakukan uji tersebut,
Clostridium perfringens tipe C dan D dapat segera
ditetapkan, sehingga mungkin metoda semacam ini
sangat diperlukan bagi daerah-daerah yang pernah
dilaporkan sebagai wilayah sporadik enteritis
nekrotikans seperti Afrika, Asia Tenggara dan
Amerika (Lawrence dan Walker, 1976) .

Antara tahun 1971-1979, Balitvet telah berhasil
mengasingkan enam isolat Cl. perfringens dari sapi
dan satu isolat dari domba (Hardjoutomo, 1981). Oleh
sebab itu, tulisan ini diharapkan dapat menambah
kepustakaan mengenai penyakit-penyakit yang
disebabkan oleh kuman clostridia. di Indonesia .
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ABSTRACT

Thirty two samples taken from a case of previously suspected antrax were examined in the anaerobic bacterioloy unit at the Re-
search Institute for Animal Disease (Balitvet).
From twelve samples (3 from dead pigs, 9 from healthy human faecal swabs), Clostridium perfringens was isolated . All strains were
identified using the combination of biochemical reactions and neutralization tests in mice (Wellcome) . Of the isolates tested, one proved

to be Clostridium perfringens type C and the remainder were type A. The isolates were all cultivated in a 3%s proteose peptone broth

under optimum conditions for the production of lethal toxins . All isolates produced alpha-toxin of low potency LD50 0.3 . The type
C, however, proved to be quite toxigenic producing beta-toxin MLD of 103 mouse lethal doses 18-20 g.

BAHAN DAN CARA

Material yang diperiksa berupa tiga belas potongan
organ seperti daging, tulang dan kulit babi-babi yang
diduga tertular, serta Sembilan belas sediaan ulas
(basah dan kering) dari kotoran penduduk setempat
yang tidak sakit. Pengambilan spesimen tersebut
dilakukan sehubungan dengan terjadinya kematian
babi-babi milik penduduk Desa Kebo I, Kecamatan
Piniai Timur Irian Jaya .

Media
Media yang digunakan dalam identifikasi kuman

antara lain 'gelatin stab', serum dari Loeffler, "lithmus
milk", gula-gula seperti glukosa, maltosa, sukrosa,
laktosa dan salisin dengan indikator "bromocresol
purple' .

Antitoksin
Antitoksin Clostridium perfringens diperoleh dari

Wellcome melalui proyek bantuan Pemerintah Kera-
jaan Inggeris .

Isolat Kuman
Semua contoh yang akan diperiksa dipupuk didalam

medium cair modifikasi dari "Robertson's Cooked
Meat", kemudian dieramkan pada suhu 37° C secara
anaerobik selama 18-24 jam (Hobbs et al, 1971).
Setelah tampak tanda-tanda pertumbuhan, pupukan
selanjutnya dibiakkan pada medium agar darah 5%
dan juga dieramkan pada suhu 37° C secara
anaerobik. Koloni tunggal kumanyang tumbuh pada
medium agar darah tadi dipindahkan ke dalam
medium cair kembali serta dieramkan seperti semula .
Pupukan yang sudah murni kemudian ditentukan sifat
spesiesnya dengan uji-uji biokhemik .



Penentuan Tipe
Semua isolat kuman clostridia dibiakkan di dalam

medium cair yang mengandung 3% proteosa pepton
(Difco), 0,5% NaCl dan 0,2% Na,HPO, dengan pH
7,5. Pengeraman dilakukan pada suhu 37*C secara
anaerobik selama 46 jam, dan selanjutnya fraksi cair
dari biakan tersebut dipisahkan dari sel-sel bakterinya
dengan cara pemusingan (3000 pusingan per menit) .
0,5 ml dari cairan hasil pemisahan di atas kemudian
dicampur dengan 0,1 ml antitoksin Cl. perfringens dari
masing-masing tipe A, C dan D (Wellcome) dan di-
biarkan pada temperatur kamar selama 30 menit.
Setelah itu 0,1-0,2 ml dari campuran tersebut disun-
tikan pada mencit (18-20 g) secara intra vena.

Penentuan Kekuatan Toksin
Kekuatan racun isolat kuman diukur dengan cara

menentukan dosis letal minimal (MLD) dan letal
dosis 50 (LD50) pada mencit yang memiliki bobot
18-20 gram.

Dari hasil pemeriksaan biokhemik, sebelas kuman
asingan dapat ditegaskan sebagai Clostridium perfri-
ngens . Dansetelah dilakukan pentipean (uji netralisasi
pada mencit) terbukti bahwa satu diantaranya adalah
tipe C, sedangkan yang lainnya merupakan tipe A.
Hasil pentipean tersebut selengkapnya disajikan dalam
Lampiran 1 .
Walaupun toksin beta (B toxin) dari Cl. perfringens

tipe C asingan tampak cukup kuat dengan dosis letal
minimal 103 mencit MLD per ml, toksin alpha yang

Lampiran 1.
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dihasilkan isolat lainnya masih jauh lebih lemah (LD
cd = 0,3) . Dan memang menurut sebagian peneliti ter-
dahulu tipe A bukan merupakan galur yang teramat
ganas. Hal tersebut didasarkan atas kenyataan bahwa
kuman dari galur ini sering ditemukan sebagai
mikroflora normal di saluran pencernakan (terutama
kambing) . Namundemikian 'Medical Research Com-
mittee' pada tabun 1919 pernah menegaskan bahwa
Cl. perfringens tipe A sangat erat hubungannya
dengan kejadian enterotoksemia pada anak-anak dom-
ba . Hal tersebut mungkin dapat dijadikan bahan per-
timbangan lain dalam menentukan tingkat keganasan
kuman tipe A, karena seperti halnya Cl. perfiingens
tipe A asingan yang walaupun hanya mampu
menghasilkan toksin alpha yang tidak begitu letal,
namun hampir semua mencit yang digunakan pada
percobaan (penentuan LD50) menunjukkan tanda-
tanda hematuria.

Walker et al, (1971) pernah menegaskan bahwa
toksin beta yang dihasilkan Cl. perfringens tipe C
mampu mengakibatkan enterotoksemia pada domba,
anak sapi dananak babi . Selain itu juga Egerton dan
Walker (1964) telah berhasil mengasingkan kuman
tersebut dari usus kecil manusia yang menderita
enteritis nekrotikans (pigbel) di Papua-NewGuinea,
dan ketika pengisolasian kuman dilakukan mereka
pun telah mendapatkan beberapa isolat Cl. perfringens
tipe A dari babi-babi yang diduga ada hubungannya
dengan kejadian penyakit . Melihat pada kenyataan
demikian dengan tidak cukup banyak tipe C yang
berhasil diasingkan, mungkin belum dapat dikatakan
bahwa tipe kuman tersebut hadir di dalam contoh-
contoh yang diperiksa . Hal ini hanya menunjukkan

Hasil Pentipean Kuman Clostridium perfitngens yang Diasingkan darl Kasus Kematian Babi-babi di Desa Kebo I
Irian Jaya
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No . spesimen Jenis sediaan (organ*)
Tipe kuman C1 .
perfringens asingan

Toksin

oc
letal yang dihasilkan kuman

/9 1E z
IH 1 ulas rektal manusia A + -
IH 2 ulas rektal manusia A + -
IH 3 ulas rektal manusia A + -
IH 4 ulas rektai manusia A + -
IH 8 ulas rektal manusia A + -
IH 6a ulas rektal manusia C tr +++
IH 6b ulas rektal manusia A + -
IH 8 ulas rektal manusia A + -
IH 9 ulas rektal manusia A + -
E 005 G daging babi A + -
E 003 K tulang babi A + -
E 005 K tulang babi A + -



GOZALI MoEKTI et al. : Clostridium perfringens yang berhasil diasingkan

gambaran hubungan antara tipe A dan C, dimana
mereka sering ditemukan danmampuhidup bersama,
walaupun tipe Aumumnyatumbuh lebih cepat diban-
ding tipe C.

Faktor yang sering mempengaruhi rendahnya titer
toksin alphadan beta adalah ensim-ensim proteolitik
sehingga kejadian penyakit yang disebabkan Cl. per
fringens (terutama tipe C) sangat erat hubungannya
dengan jumlah kandungan protein di dalam pakan,
karena dengan rendahnya tingkat protein yang dikon-
sumsi titer ensim proteose di dalam lumen usus akan
menurun (Lawrence dan Walker, 1976).
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Telah berhasil diasingkan kuman Clostridium per-
fringens tipe A dan C dari spesimen-spesimen yang
diambil dari Desa Kebo I, Kecamatan Piniai Timur
Irian Jaya . Upaya pengasingan kuman ini dilakukan
guna memberi kejelasan tentang kematian babi-babi
milik penduduk di daerah tersebut pada bulan Juni
1984 .
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