


MY COPLASMOSIS UNGGAS DI INDONESIA. PEMBUATAN ANTIGEN BERWARNA

MYCOPLASMA GALLISEPTICUM UNTUK AGLUTINASI CEPAT SERUM

SrI POERNOMO, S. HARDJOUTOMO, YUSUP HIDAYAT DAN DJAENURI
Balai Penelitian Veteriner, Bogor

ABSTRACT

A rapid serum plate test is one of the methods for diagnosing mycoplasmosis of poultry, especially when asso-
ciated with chronic respiratory disease (CRD). A simple method has been developed at Balai Penelitian Veteriner
Bogor, using tryptose phosphate broth and pig serum as media for antigen propagation in producing Mycoplasma
gallisepticum stained antigen for the rapid serum plate test. Sg strain of Mycoplasma gallisepticum from Dr. W.A. M.

Gordon was used for seed culture,

The country is, thus, self suffucient for this diagnostic reagent which in turn has saved foreign exchange.

PENDAHULUAN

Usaha peternakan ayam ras semakin berkem-
bang pesat di Tanah Air dewasa ini.

Sejalan dengan itu problematik penyakit
uggaspun menjadi bertambah pula. Salah satu
penyakit dijumpai dalam peternakan ayam ras
adalah chronic respiratory disease (CRD) yang
disebabkan oleh Mycoplasma gallisepticum (Mg).
Mg adalah salah satu dari tiga species mycoplas-
ma yang patogen pada uangga (Anon., 1971;
Hofstad et al.,1978; Tully and Whitcomb, 1979).

Mpg. ini dapat ditularkan secara horisontal
dari unggas satu ke unggas lainnya, maupun se-
cara vetikal dari induk ke anak melalui telur
(Robert, 1968; Hofstad et al, 1978, Tully and
Whitcomb, 1979).

Tanda-tanda penyakit yang ditimbulkan oleh
Mg. ini antara lain : keluarnya exudat dari hi-
dung, turunnya produksi telur, pertumbuhan
yang lambat, berat badan menurun, penularan
yang lambat serta adanya tanda-tanda klinis
yang susah hilang (Robert, 1968).

Kerugian ekonomis akibat Mg. antara lain,
karena infeksi Mg. dapat mengakibatkan per-
tumbuhan yang lambat, penurunan produksi
telur, serta biaya pengobatan yang tinggi (Hofs-
tad et al., 1978).

Infeksi Mg. tidak menimbulkan perubahan
anatomik yang khusus sehingga untuk mengada-
kan diagnosa perlu diadakan isolasi dan identi-
fikasi mikroorganisme penyebabnya dan peme-
riksaan serologik pada ayam (unggas) yang di-
duga menderita infeksi Mg. (Tully and Whit-
comb, 1979).

Uji serologik yang biasa dipakai untuk men-
diagnosa Mg. ini antara lain : Rapid Serum
Agglutination (RSA) atau aglutinasi cepat serum
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(ACS); Tube Agglutination (TA) atau aglutinasi
tabung (AT); Haemoglutinatio Inhibition (HI)
dan yang terakhir oleh Soku dan Olson pada
th. 1976 telah dipakai agar gel presipitasi/AGP
(Tully and Whitcomb, 1979).

Di samping itu pula dengan mempergunakan
Rapid Whole Blood Test/RWBT (Chute et al.,
1965; Robert, 1968).

Salah satu cara untuk mengadakan pence-
gahan dan pembasmian (pembebasan) infeksi
Mg. ini adalah dengan mengadakan uji serologik
pada ternak ayam/unggas pembibitan dan ketu-
runannya secara teratur (Chute et al., 1965;
Robert, 1968; Anon., 1971; Hofstad et al., 1978;
Tully and Whitcomb, 1979). RSA adalah salah
satu di antara uji serologik yang paling cocok un-
tuk dilakukan pada peternakan pembibitan, mi-
salnya apabila terdapat reaksi positif (reaktor)
yvang jumlahnya sedikit dalam kandang (flock)
atau adanya reaktor dari peternakan yang diang-
gap bebas dari infeksi Mg. (Tully and Whitcomb,
1979).

RSA atau serum plate test (SPT) ini dapat
dilakukan antara lain sebagai berikut (Anon,
1971) :

— biarkan antigen dan serum yang akan diuji,
sehingga sama dengan suhu kamar;
— teteskan antiserum di atas kaca aglutinasi

sebanyak * 0,02 ml;

— bubuhkan antigen berwarna Mg. sebanyak

0,03 ml pada antiserum tersebut di atas;

— aduk antigen dan antiserum tersebut.
Hasil :
— positif (+ve), apabila terjadi gumpalan se-
lama 2 menit;
— negatif (-ve), apabila tidak terjadi gumpalan
atau terjadi gumpalan setelah 2 menit.
Untuk uji RSA ini diperlukan antigen ber-



warma Mycoplasma, yang cara pembuatannya
telah ditemukan (Adler, 1985; Hall, 1962 :
Anon. 1971; Timmms and Cullen, 1972; Cullen
and Anderton, 1974),

Adanya Mg. di Indonesia telah dibuktikan
dengan uji serologik antara lain oleh Rickey &
Dardjosoebroto, 1965; Team Survai Jepang
untuk penyakit unggas th. 1974; Ronohardjo,
1974,

Sementara itu dari hasil pemeriksaan bahan
penyakit ayam yang diterima Lembaga Peneli-
tian Penyakit Hewan (LPPH) th. 1973 - 1974,
tercatat angka kematian 13% disebabkan oleh
infeksi Mg. dengan komplikasi bakteri lainnya
(Gordon dan Sri Poernomo 1976). Sedang se-
cara bakteriologik kuman Mg. sudah berhasil
diasingkan di Indonesia pada th. 1977 (Sri Poer-
nomo, 1980).

Mengingat kenyataan di atas maka sudah
waktunya kita mencari suatu strategi dalam pe-
ngendalian mycoplasmosis (CRD) pada unggas,
terutama pada ayam pembibitan, sehingga dapat
dicegah atau setidaknya mengurangi penyebaran
penyakitnya, karena penyakit ini dapat ditular-
kan induk ayam ke anak melalui telur.

Penelitian ini dimaksudkan untuk mengada-
kan upaya berdikari dalam penyediaan antigen
berwarna Mg. dalam rangka pengendalian penya-
kit Mg. pada unggas.

BAHAN DAN CARA

Banyak cara telah ditemukan untuk mem-
produksi antigen Mg. baik untuk keperluan uji
serum plate, maupun aglutinasi tabung dan H 1
(Adler, 1958; Hall, 1962; Anon., 1971; Timms
and Cullen, 1972; Cullen and Anderton, 1974).

Sesuai dengan fasilitas laboratorium Balai Pene-

litian Veteriner, untuk pembuatan antigen ber-
warna Mg. ini penulis mempergunakan cara
modifikasi Hall (1962) dan Anon.,1971) sebagai
berikut :

Media

Medium yang dipergunakan adalah modifi-
kasi kaldu tryptose phosphate yang diperguna-
kan/terdapat dalam Anon. (1971) dengan meng-
ganti serum kalkun dengan serum babi, yang

ramuannya sebagai berikut :

Tryptose phosphate broth (Difco) 29,5 gr.
Yeast autolysate (Albimi) 10,0 gr.
Maltose 2,5 gr.
Serum babi 200,0 gr.
Aquadest 1000,0 gr.

Serum babi dijernihkan dengan jalan disentri-
fuge dan disterilkan dengan saringan Seitz EK.
Media tidak perlu disterilkan dengan pemansan.
Terakhir media ditambah dengan penisilin 100
unit tiap ml dan thallium acetat 5% 1 ml tiap
100 ml. Media pH-nya diatur sampai 8,0.
Media dibagi-bagi dalam :

— tabung-tabung reaksi kecil 4 3 ml.

— erlenmeyer volume 100 ml 4 50 ml.

— erlenmeyer volume 1000 ml 4 500 ml

untuk produksi antigen.
Bakteri : Bibit antigen
Mycoplasma gallisepticum strain Sg satu

ampul freeze dried culture yang diperoleh dari
Dr. W.AM. Gordon, seorang ahli penyakit ung-
gas dari FAO di Balai Penelitian Veteriner pada
th. 1974. Bakteri ini dibuka pada akhir tahun
1976 yang kemudian disubculture pada media
PPLO agar dan PPLO broth (kaldu PPLO) dan
sebagian dikeringkan lagi untuk persediaan da-
lam bentuk freeze dried culture.

Cara membuat biakan bakteri

Koloni Mg. yang menyendiri dipisahkan
(diambil), kemudian dibiakkan pada media
PPLO cair dalam tabung kecil a 3 ml, eramkan
selama 24 - 48 jam padasuhu 37°C. Biakan Mg.
umur 48 jam ini dituangkan pada media yang
sama sebanyak 500 ml dalam erlenmeyer kolf
1000 ml, kemudian dieramkan selama 48 jam
pada suhu 37°C. Selama biakan bakteri untuk
pembuatan antigen ini dieramkan, diusahakan
dikocok sesering mungkin.

Cara menuai antigen

Biakan Mg. umur 48 jam tersebut di atas,
kemudian diputar dengan ultra sentrifuge
(Sarples) dengan putaran 45.000 rpm secara
continuous flow. Kemudian sedimen bakteri di-
ambil (dipisahkan) dari hasil sentrifuge terus
dihaluskan dengan Ten Bruck tissue grinder.
Sedimen bakteri kemudian dibuat suspensi se-
demikian rupa sehingga tidak boleh kurang dari
kekeruhan 2xMc. Farland no. 10. Untuk pelarut
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tertentu menunjukkan reaksi yang sama dengan
antigen berwarna Mg pembanding, aglutinasi
masih terjadi jelas pada pengenceran 1 : 80,
hanya pada umumnya gumpalan-gumpalan (aglu-
tinasi) yang ditimbulkan oleh antigen berwarna
Mg. buatan sendiri (Indonesia) lebih kasar. Per-
nyataan ini juga disampaikan oleh R.G. Philip,
expert penyakit unggas dari Inggris (komunikasi
pribadi, 1983).

RINGKASAN

Dalam rangka usaha pengendalian mycoplas-
mosis pada unggas atau Chronic Respiratory
Disease (CRD) secara berdikari dalam hal peng-
adaan antigen berwarna Mg. untuk uji aglutinasi
cepat serum, penulis telah berhasil membuat
antigen berwama dengan mempergunakan Myco-
plasma gallisepticum Strain Sg secara sederhana:.

UCAPAN TERIMA KASIH

Pada kesempatan ini penulis ingin mengucap-
kan terima kasih kepada Dr. W.A.M. Gordon, ahli
penyakit unggas FAO yang telah membantu
dengan mencarikan Mycoplasma gallisepticum
S6 sebagai galur untuk pembuatan antigen,
demikian pula kepada semua Karyawan/karya-
wati yang telah membantu sehingga tulisan ini
dapat disajikan, penulis ucapkan terima kasih.

DAFTAR PUSTAKA -

1. ANONYMOUS.1971. Methods of examining Poultry
Biologic and for Identivying and Quantifying
Avian Pathogens.
National! Academy of Sciencé, Washington D.C.

2. ANONYMOUS.1974. Report on the Investagation of
Poultry Diseases in Indonesia. Overseas Techni-
cal Cooperation Agency. The Government of
Japan.

3 ANONYMOUS. 1982, Research Highlights Pusat Pene-
litian dan Pengembangan Peternakan 1981 -
1982

4. ADLER,H.E.1958. A PPLO Slide Agglutination Test
for the Detection of Infectious Sinusitis of Tur-
keys. Poultry Seci. 37 : 116 - 1123,

5. CULLEN, G.A. and MF. ANDERTON. 1974. Compara-
tive Efficiency of Some Rapid Agglutination
Antigens for Mycoplasma gallisepticum infecti-
on. Avian Path. Vol. 3, no. 2 : p. 89 - 103.

6. Curte, HL, R. Couzoo0, D.R. STAUFER and V. MAC
DONALD. 1965. The Commercial Production of

PPLO - Free Chickens.
Canadian Veterinary Journal : 16 - 21.
7. HALL, CF. 1962. Mycoplasma gallisepticum Antigen
" Production. Avian Diseases 359 - 362.

8. HoFsTAD. MS,, BW. CALNEK, C.P. HELMBOLDT, WM.
RED and H.W. YODER, Jr. 1978. Disease of
Poultry.

7 th Edition. The Iowa State University Press,
Ames, lowa, U.S.A. p 949.

9. RICKEY, D.J. and SUGENG DIRDJOSOEBROTO. 1965.
Chronic Respiratory Disease of Chicken in
West Java, Indonesia. I. Preliminary Serological
Studies. Com. Vet. Vol. 9,n0. 1 :p.1-5.

10. ROBERTS, D.H1968. Methods of Eradication of
Mycoplasma gallisepticum from Chickens.
The Veterinarian, vol. 5 : 259 - 263.

11. RONOHARDJO, p. 1974. Infeksi Mycoplasma galliser

ticum pada Ayam Petelur dan Ayam Kampung

yang sudah dewasa.

Bulletin LPPH, vol. V. no. 6 - 7 : 42- 46.

12. TimMms, LM and G.A CULLEN. 1972.

Comparative Efficiency of 4 Mycoplasma galli-
septicum as Antigens in Detecting Heterolo-
gous Infection.

Research in Veterinary Science, 13 : 523 - 528.

13. SRIPOERNOMO. 1980. Mycoplasmosis pada Ayam di
Indonesia.

Isolasi Mycoplasma gallisepticum dari Anak
Ayam Broiler. Bulletin LPPH, vol. XII, no. 20 :
62-170.

14. TuLLY,J.(3. and R.F. WHITCOMB. 1979. - The Myco-
plasmas. Volume II, Human and Animal Myco-
plasmas.

Academic Press. New York, San Francisco and
London. p. 509.

65



