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Operasi Caesar Sapi di Lapangan
Kenneth D. Newman, DVM, MS

Rumah Sakit Hewan Prescott, 2725 Edward Street North, Prescott, Ontario, KOE 1T0, Kanada

Tujuan ideal dalam melakukan operasi caesar adalah pelestarian sapi dan anak sapi dan
efisiensi reproduksi sapi di masa depan. Baik breed (misalnya, susu versus daging sapi) dan
pengalaman cenderung mempengaruhi frekuensi, kemudahan, dan keberhasilan prosedur
ini. Praktik susu cenderung melakukan operasi caesar lebih sedikit, tetapi ini terjadi
sepanjang tahun. Sebagai perbandingan, operasi caesar dalam praktik daging sapi sangat
banyak dan sangat terkonsentrasi selama akhir musim dingin dan awal musim semi. Selain
itu, kondisi cuaca buruk yang terkait dengan praktik melahirkan sapi memerlukan fasilitas
peternakan yang sesuai untuk melakukan operasi caesar. Suhu lingkungan sekitar di
beberapa wilayah di Amerika Utara mungkin tidak selalu kondusif untuk operasi di
peternakan, terutama di beberapa operasi daging sapi. Sejumlah variabel menentukan
apakah prosedur berhasil. [1-3]. Untuk alasan ini, adalah bermanfaat untuk
mengkategorikan operasi caesar sebagai prosedur elektif, darurat (nonemphysematous),
atau emphysematous. Artikel ini mencakup indikasi, pendekatan, anestesi, dan teknik
bedah untuk operasi caesar di lapangan.

Indikasi

Indikasi untuk melakukan operasi caesar meliputi faktor ibu dan janin [1,2,4]. Indikator
ibu meliputi: sapi dara yang belum matang, kelainan bentuk panggul, kegagalan dilatasi
serviks, torsi uterus yang tidak dapat dikoreksi, robekan rahim, hidrops, dan kelumpuhan
prepartum.[4]. Faktor risiko pada sapi meningkat pada umur sapi dara jika berumur kurang
dari 2 tahun (odds ratio 3,09 dibandingkan dengan sapi multiparus), masa kebuntingan
yang lama, selang waktu yang lama dari pertama lahir sampai pembuahan, masa kering
yang panjang, Berotot[5,6] (rasio odds 10,85 dibandingkan dengan breed tidak berotot
ganda) [7] atau pejantan Piedmont (rasio odds 4,26 dibandingkan dengan pejantan jenis
lain), dan sebelumnya melahirkan dengan operasi caesar (rasio odds 18,89 dibandingkan
dengan mereka yang pernah melahirkan normal sebelumnya) [7]. Indikator janin meliputi
kondisi janin normal dan patologis [2,4].

Kondisi janin normal terdiri dari ukuran janin yang terlalu besar (relatif terhadap ukuran
panggul ibu yang normal) dan malposisi. Anak sapi yang bernilai tinggi, seperti transfer
embrio atau kloning, dapat menjadi indikasi untuk operasi caesar elektif. Kondisi janin
patologis meliputi anasarka janin, refleks schistosomus, hidrosefalus, kembar siam,
emfisematous, mumifikasi, dan gestasi yang lama. Tergantung pada keadaan, termasuk
ketersediaan fetotom dan pengalaman praktisi, fetotomi tidak selalu merupakan pilihan
yang layak. Tidak disarankan untuk melakukan fetotomi jika pembukaan serviks tidak
lengkap, atau jika rahim berkontraksi dengan kuat atau rapuh.[4].
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Pemilihan kasus

Pemilihan kasus cenderung diabaikan oleh klien dan dokter hewan. Ketika operasi
caesar dianggap sebagai pilihan terakhir, hasil negatif lebih mungkin terjadi; Oleh karena
itu, operasi caesar cenderung menjadi ramalan yang terpenuhi dengan sendirinya[1,3,8,9].
Ketika operasi caesar dipilih pada awal kasus distosia, prosedur ini lebih bermanfaat dan
klien lebih setuju untuk operasi caesar di masa depan. Mengkategorikan prosedur sebagai
prosedur elektif, darurat (nonemphysematous), atau emphysematous bermanfaat, karena
hasil yang diharapkan dan komplikasi yang diantisipasi secara dramatis berbeda untuk
ketiga situasi ini.

Kondisi sapi pada saat operasi diakui sebagai penentu utama yang mempengaruhi hasil
[1-3,8,10]. Sapi yang menjalani operasi seksio sesaria elektif cenderung tidak mengalami
komplikasi intraoperatif dan pascaoperasi. Sapi yang menjalani operasi caesar darurat
(misalnya, malpresentasi atau torsi uterus) lebih mungkin mengalami  komplikasi
intraoperatif dan pascaoperasi (misalnya, peritonitis) dan kecil kemungkinannya untuk
bertahan hidup. Penilaian klinis yang cepat (misalnya, kurang dari 20 menit) dikaitkan
dengan peningkatan hasil yang berhasil dalam dua survei praktisi[9,11] dan dalam
pengalaman penulis. Kasus kegawatdaruratan yang ideal adalah sapi yang telah bersalin
singkat, yang memiliki anak sapi hidup, dan keputusan untuk melakukan operasi caesar
dibuat dengan cepat tanpa manipulasi obstetrik yang berkepanjangan baik oleh klien atau
dokter hewan yang merawat. Manipulasi yang berlebihan oleh pemilik dan dokter hewan
tanpa membuat kemajuan menuju keberhasilan melahirkan anak sapi dikaitkan dengan
komplikasi pasca operasi yang lebih tinggi. Jika kaki depan dan kepala tidak dapat
dimanipulasi ke dalam jalan lahir, keputusan untuk melakukan operasi caesar harus segera
dilakukan. Selanjutnya, untuk mengakomodasi pinggul yang lebih besar yang terkait
dengan breed sapi, harus ada ruang yang cukup di saluran panggul untuk kepala anak sapi
dan kaki depan,

Pendekatan

Pendekatan tradisional telah dijelaskan dengan baik dalam literatur sebelumnya [1-
4,12,13]. Pengekangan yang tepat (berdasarkan breed), ruang, cahaya, bantuan yang
tersedia, lokasi, dan pengalaman dan kepercayaan dokter hewan [4] adalah masalah yang
perlu dipertimbangkan sehubungan dengan alasan yang mendasari untuk melakukan
operasi caesar, karena ini dapat menentukan pendekatan bedah [1,4,12]. Dua pilihan
utama adalah apakah akan melakukan operasi pada sapi yang berdiri atau berbaring.
Bergantung pada perilaku sapi, pendekatan telentang menggunakan sedasi dan mengikat
kaki ke depan dan belakang mungkin lebih tepat jika tidak ada saluran. Jika sapi mungkin
tidak tetap berdiri selama operasi, mungkin lebih mudah untuk memulai dengan dia dalam
posisi berbaring daripada membuatnya jatuh intraoperatif. Pendekatan telentang
memfasilitasi  eksteriorisasi uterus, terutama bila terdapat janin yang terlalu besar
(misalnya, emfisematous), sehingga mengurangi kemungkinan kontaminasi rongga
perut.[12] Pendekatan telentang dapat berupa garis tengah atau langsung di atas tanduk
hamil (misalnya, paramedian atau sayap rendah) [12].
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Pendekatan ank berdiri dapat dilakukan dari kiri atau kanan, tetapi lebih sering
dilakukan dari kiri [1,4,11,12]. Keuntungan utama dari pendekatan kiri adalah bahwa
rumen mencegah pengeluaran isi usus kecil. Prolaps rumen dapat terjadi jika sapi
mengejan selama operasi, yang dapat mencegah manipulasi dan eksteriorisasi uterus.
Anestesi epidural caudal dapat mengurangi ketegangan perut. Prolaps rumen juga dapat
dikurangi dengan menggunakan selang lambung sebagai selang naso-trakea untuk
menghambat penumpukan tekanan perut positif. Dalam kasus yang paling ekstrim
(misalnya, sapi bawah), penulis telah melakukan rumenotomi untuk menghilangkan isi
rumen yang cukup untuk memfasilitasi penyelesaian operasi caesar tanpa mempengaruhi
hasil sapi dan anak sapi. Ketika kehamilan terletak di tanduk kanan, beberapa praktisi
merasa lebih mudah wuntuk menggunakan pendekatan yang tepat untuk
mengeksteriorisasi tanduk gravid, Pendekatan miring kiri pada sapi yang berdiri telah
dijelaskan oleh Paroki dan rekan-rekannya [14]. Teknik ini mungkin berguna saat
mengeluarkan betis besar atau ketika isi rahim terkontaminasi. Sayatan ini lebih besar dan
memanjang lebih kranial-ventral dibandingkan dengan sayatan vertikal tradisional. Insisi
dimulai 10 cm kranial dan 8-10 cm ventral ke aspek kranial tuber coxae. Sayatan
diperpanjang cranioventral pada sudut 45 derajat, berakhir 3 cm caudal ke rusuk terakhir.
Apeks kornu uteri lebih mudah dijangkau, sehingga memudahkan manipulasi dan
eksteriorisasi uterus. Oblique abdomen bagian dalam diinsisi sejajar dengan serat otot;
jeroan perut memberikan ketegangan pada otot ini, yang menyebabkan aposisi selama
penutupan.

Beberapa produsen memiliki fasilitas pemanas ketika bantuan melahirkan atau operasi
caesar diperlukan. Dalam situasi ekstrim (misalnya, gudang yang tidak dipanaskan dan
suhu lingkungan jauh di bawah titik beku), lampu panas ditempatkan di atas bidang bedah
secara efektif mencegah lapisan otot dan tangan penulis dari pembekuan intraoperatif.
Atau, beberapa klinik memiliki fasilitas pengangkutan yang dipanaskan dan dilengkapi
dengan saluran di mana operasi caesar dilakukan secara rawat jalan ( Gambar 1).
Keuntungan lain dari klinik pengangkutan adalah winch di atas kepala untuk memfasilitasi
ekstraksi anak sapi secara intraoperatif. Selanjutnya, penulis mengamati bahwa sayatan
kulit yang lebih kecil diperlukan dan beberapa operasi caesar dapat dilakukan secara

berurutan dengan mudah saat winch digunakan.

Anestesi dan pengekangan

Sedasi mungkin diperlukan pada sapi yang gelisah. Meskipun xylazine hidroklorida
adalah obat penenang yang paling banyak digunakan dalam praktik sapi, ia juga
meningkatkan tonus uterus, sehingga membuat manipulasi dan eksteriorisasi uterus
gravid lebih sulit.[1,15,16]. Karena xylazine mengubah anatomi laring dan faring dan
merusak sensasi pada sapi perah dewasa[17], ada peningkatan risiko pneumonia aspirasi
yang berkembang pasca operasi jika sapi yang dibius diposisikan baik lateral atau dorsal
recumbency. Selanjutnya, xylazine juga dapat menyebabkan ataksia, efek yang tidak
diinginkan saat melakukan operasi caesar berdiri.
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Gbr. 1. Sistem chute dengan side bar yang dapat dilepas dan headgate yang dapat disesuaikan untuk fasilitas pengangkutan. Perhatikan lokasi winch yang
dioperasikan dengan tangan di atas di sudut kiri belakang chute. Setelah insisi uterus dan pemasangan rantai pedet steril pada kaki pedet, klien kemudian
mengoperasikan winch untuk memfasilitasi pelahiran pedet. Untuk meningkatkan keamanan dan kenyamanan selama operasi, matt karet ditempatkan di lantai

yang berdekatan dengan parasut. (Courtesy of Rodney Webber, DVM, Rosthern, SK, Kanada.)

Di sebagian besar operasi susu, pengekangan diberikan terutama oleh halter dan "tail
jack" yang dikelola oleh produsen. Ketersediaan saluran dalam operasi daging sapi
bervariasi. Sapi potong yang pendiam dan berperilaku baik dapat dikendalikan secara
memadai mirip dengan kebanyakan sapi perah; namun, tidak ada pengganti untuk saluran
yang kokoh ketika berhadapan dengan sapi potong yang kurang kooperatif. Ketika halter
adalah satu-satunya cara menahan diri pada sapi perah, penulis telah menemukan bahwa
kombinasi 7,5 mg acepromazine maleate dan 10 mg butorphanol tartrat diberikan secara
intravena memberikan sedasi yang memadai (kecuali sapi itu sudah dalam keadaan sangat
bersemangat) untuk berdiri pembedahan tanpa menyebabkan ataksia atau peningkatan
tonus uterus.

Kombinasi ketamin hidroklorida (0,04 mg/kg intramuskular [IM]), butorphanol tartrat
(0,01 mg/kg IM), dan xylazine hidroklorida (0,02 mg/kg IM) dapat memberikan
pengendalian kimiawi yang memuaskan selama 1 jam pada sapi yang sangat cemas;
penulis telah menggunakan kombinasi ini untuk prosedur lain di peternakan dan
mengantisipasi ini mungkin juga berguna untuk operasi caesar berdiri. Kombinasi yang
lebih kuat dari ketamin hidroklorida (0,1 mg/kg IM), butorfanol tartrat (0,025 mg/kg IM)
dan xylazine hidroklorida (0,05 mg/kg IM) memberikan pengendalian kimiawi yang
memuaskan selama 30 menit tanpa menginduksi anestesi umum. Penulis telah
menggunakan kombinasi ini untuk herniorrhaphy, amputasi cakar, dan perubahan gips di
peternakan dan juga mengantisipasi ini akan memberikan sedasi yang memadai untuk
operasi caesar telentang. Pemberian obat tambahan mungkin diperlukan dalam situasi
tertentu untuk memperpanjang sedasi. Untuk rincian lebih lanjut dari kombinasi ini dan
kombinasi lain yang berguna untuk pengendalian bahan kimia yang efektif, silakan lihat
artikel yang ditulis oleh Abrahamsen ditempat lain dalam edisi ini.

Pendekatan bedah menentukan teknik anestesi lokal yang digunakan. Teknik anestesi
lokal didokumentasikan dengan baik dalam literatur lain meningkatkan durasi dan
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menurunkan toksisitas anestesi lokal dengan menyebabkan vasokonstriksi, komplikasi
insisional, seperti penyembuhan tertunda dan pengelupasan kulit, telah dikaitkan dengan
penggunaan lidokain dengan epinefrin untuk blok saluran. [21]. [1-3,18-21]. Teknik yang
paling umum adalah paravertebral proksimal dan paravertebral distal, blok "L" terbalik,
dan blok garis. Teknik yang digunakan mencerminkan preferensi ahli bedah; penulis
merasa lebih efisien untuk memberikan paravertebral distal pada sapi yang kurang
dikondisikan (misalnya, susu) dan paravertebral proksimal pada sapi yang lebih
dikondisikan (misalnya, daging sapi). Meskipun blok paravertebral proksimal lebih
menantang secara teknis dan membutuhkan lebih banyak pengekangan dan jarum
panjang (minimal 20 gauge panjang 10 cm), blok ini menggunakan dosis anestesi lokal
terkecil, memberikan daerah anestesi maksimum, dan menginduksi relaksasi otot panggul
yang maksimal. Ketika fasilitas tidak memadai (tidak ada saluran) dan dongkrak ekor tidak
cukup untuk mencegah sapi menendang, adalah mungkin untuk memberikan blok
paravertebral proksimal ketika berdiri di sisi yang berlawanan dengan menjangkau daerah
lumbal. Blok distal membutuhkan lebih sedikit keterampilan dan pengendalian dan dapat
dilakukan dengan menggunakan jarum 18 gauge 1,5 inci. Blok ini bekerja dengan baik,
asalkan suntikan anestesi lokal dikipas di atas dan di bawah tepi proses transversal. Blok
garis adalah yang paling tidak menantang secara teknis, tetapi membutuhkan anestesi
lokal dalam jumlah besar[18-20]. Meskipun epinefrin dilaporkan

Terlepas dari blok anestesi lokal mana yang diberikan, efektivitas blok harus selalu diuji
sebelum memulai operasi. Pada kesempatan langka, penulis memiliki sapi yang merespon
secara tidak teratur ketika antek anestesi diujidsapi itu tampaknya menendang ahli bedah
secara acak tanpa rangsangan yang menyakitkan. Namun, anestesi panggul yang
konsisten ditunjukkan ketika garis pandang sapi terhalang (misalnya, minta klien berdiri di
samping bahu sapi). Solusi yang efisien adalah dengan menempatkan baik kantong pakan
kosong atau rompi atau jaket di atas mata sapi dan menahannya di tempat dengan tali
pengikat untuk mengurangi isyarat visual sapi selama operasi.

Anestesi epidural kaudal [18-21] menggunakan 2% lidokain hidroklorida, yang
menurunkan kepekaan akar saraf kaudal saat mereka muncul dari dura, sering
diindikasikan jika manipulasi betis atau obstetrik telah memulai kontraksi perut yang kuat
(refleks Ferguson) dan seharusnya tidak mempengaruhi kontrol motorik tungkai belakang
asalkan berlebihan volume tidak diberikan. Sebuah epidural ekor xylazine telah dijelaskan
dalam literatur lain [21-24]. Xylazine, (0,05-0,07 mg/kg) diencerkan dengan 0,09% natrium
klorida untuk menghasilkan volume akhir 5 hingga 7,5 mL. Sapi menjadi sedikit ataxic
(tetapi tetap berdiri) pada 80% kasus. Xylazine epidural memiliki onset tertunda sekitar 30
menit, dan anestesi lokal tambahan diperlukan pada 15% hingga 20% sapi.[24]. Oleh
karena itu, teknik ini mungkin bukan yang paling efisien dalam situasi lapangan. Teknik ini
dapat digunakan bersama dengan teknik lokal untuk meningkatkan sedasi dan analgesia
pada pasien yang kurang kooperatif. Sebagian dari volume natrium klorida 0,9% dapat
diganti dengan lidokain 2% untuk anestesi epidural kaudal yang lebih lengkap.[20]. Sebagai
alternatif, anestesi epidural anterior dapat memberikan anestesi ank[19,21], tetapi
kemungkinan epidural yang paling menantang secara teknis untuk diberikan [21]. Berbeda
dengan  epidural ekor, epidural anterior mempengaruhi kontrol motorik tungkai
belakang[19,21]. Jika epidural tidak diberikan, ekor harus selalu diikat ke kaki sapi untuk
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mencegah kontaminasi intraoperatif. Setelah pemberian epidural, tail jack tidak lagi efektif
dalam memberikan penahan tambahan jika diperlukan.

Persiapan pasien

Rincian persiapan pasien telah dilaporkan sebelumnya dalam literatur lain [25,26].
Pencabutan rambut dengan menggunting saja telah dilaporkan memicu reaksi kulit yang
lebih sedikit tanpa perbedaan yang signifikan pada infeksi insisional dibandingkan dengan
menggunting dan mencukur.[27]. Untuk memfasilitasi persiapan pasien secara cepat di
peternakan, penulis biasanya memberikan blok anestesi lokal distal atau paravertebral
sebelum kliping. Area yang dipotong harus memanjang 20 cm hingga 30 cm di kedua sisi
sayatan yang dimaksud[25].

Karena penulis cenderung tidak menggunakan tirai untuk operasi caesar berdiri di
lapangan, kliping dan pembersihan area yang lebih besar (terutama ventral untuk sayatan
yang dimaksudkan) kemungkinan mencegah kontaminasi (Gambar 2.). Sapi dengan bulu
tebal (misalnya, sapi potong) dapat dipotong secara efisien hanya dalam beberapa menit
dengan menggunakan sepasang gunting besar (Oster Clipmaster Clipper, Sunbean
Products Inc., Boca Raton, Florida) dan pisau standar. Situs sayatan yang dimaksud
dipotong menggunakan pisau #40 (Oster Golden A5, Sunbean Products Inc., Boca Raton,
Florida) Penulis biasanya menggunakan scrub klorheksidin glukonat sampai permukaan
kulit tampak cukup bersih, yang diikuti dengan isopropil alkohol dan povidon -larutan
yodium. Ada lebih sedikit unit pembentuk koloni dan kultur negatif setelah dicuci dengan
klorheksidin glukonat dibandingkan dengan povidon-iodin.[28]. Klorheksidin glukonat
cenderung tidak menutupi derajat kebersihan, karena penggunaannya memerlukan

pengamatan saat permukaan kulit cukup bersih dibandingkan dengan povidon-iodin.

Persiapan ahli bedah

Rincian persiapan ahli bedah telah dilaporkan dalam literatur sebelumnya [25,26]. Paket
operasi harus dipasang di lokasi aman yang berdekatan dengan ahli bedahdTabel operasi
dadakan dapat dibuat dari satu atau dua balok persegi yang dipasang di belakang ahli
bedah. Direkomendasikan gaun kedap air[29]. Penulis lebih suka memakai setelan obstetrik
dua potong (OB suit J-30SR, Jorgensen Laboratories Inc.,, Loveland, Colorado) untuk
kenyamanan, terutama di iklim yang lebih dingin agar tetap kering dan hangat. Jika kondisi
hangat, bagian atas dapat dilepas dengan mudah dan sarung tangan lateks baru
dikenakan setelah betis dilepas dan jahitan insisi uterus ditutup. Karena kondisi lingkungan
yang ada selama operasi bovine field, topi dan masker tidak diperlukan; namun, sarung
tangan bedah lateks steril dan lengan plastik sangat direkomendasikan[25]. Ketika plastik
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Gbr. 2. Area yang direkomendasikan untuk dipotong selama persiapan pasien untuk pendekatan paralumbar kiri atau oblik untuk operasi caesar.
(Courtesy of Matt D.Miesner, DVM, MS, Manhattan, KS.)

lengan dikenakan dengan sarung tangan lateks, ujung lengan plastik dapat dipotong
untuk meningkatkan sensasi sentuhan [25]. Rantai anak sapi yang steril juga
direkomendasikan untuk memfasilitasi pelepasan anak sapi. Diperlukan minimal satu
asisten yang mampu secara fisik. Waktu yang ideal untuk menginstruksikan asisten
tentang kapan dan bagaimana membantu selama operasi adalah ketika ahli bedah
sedang mempersiapkan; kadang-kadang pengingat diperlukan intraoperatif jika asisten

tampak terlalu ingin memberikan bantuan.

Teknik bedah

Rincian teknik bedah untuk melakukan operasi caesar dijelaskan dengan baik dalam
literatur lain [1-4,18]. Sayatan dinding perut harus cukup besar untuk mengeluarkan janin
dengan aman. Sayatan kecil di perut cenderung meningkatkan tingkat kesulitan dalam
mengeluarkan janin dan meningkatkan risiko emfisema subkutan dan pembentukan
seroma. Setelah mengidentifikasi rahim, bagian rahim yang berisi kaki belakang ditarik ke
atas ke sayatan perut dengan meraih metatarsal betis. Menempatkan satu tangan di
bawah hock dan yang lainnya pada aspek punggung pastern memfasilitasi "mengunci”
kaki ke dalam sayatan perut (Gambar. 3 dan 4). Dengan presentasi sungsang atau
posterior, tungkai depan digenggam. Hal ini meningkatkan tingkat kesulitan
eksteriorisasi uterus dan mungkin memerlukan insisi yang lebih besar. Lengkungan rahim
yang lebih besar harus dieksteriorisasi, dan dengan menggunakan pisau bedah kedua,
sayatan harus dibuat di sepanjang kelengkungan rahim yang lebih besar, menghindari
pembuluh darah besar dan karunkel. Memulai sayatan di bagian paha dan memperluas
sayatan ke arah distal ke arah kaki akan mencegah rahim meluncur ke bawah di sekitar
kaki betis. Jika tanduk gravid terletak di seberang sayatan paralumbar, rahim dapat
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Gbr. 3. Dengan memegang hock dan fetlock, uterus dapat dimanipulasi sampai ke sayatan dan dieksteriorisasi. (Courtesy of Matt D.Miesner, DVM, MS,
Manhattan, KS.)

Gambar 4. Rahim terkunci pada sayatan. (Courtesy of Matt D.Miesner, DVM, MS, Manhattan, KS.)

dimanipulasi dan dieksteriorisasi. Pertama, raih dengan kedua tangan di bawah rahim
gravid dan kunci tangan di sekitar aspek dorsal tanduk rahim gravid. Kedua, tarik ke bawah
dan ke arah ahli bedah dengan kedua tangan untuk menyelesaikan rotasi. Namun,
menjahit sayatan rahim yang tertutup setelah ekstraksi janin akan lebih sulit, karena rahim
yang robek cenderung mengoreksi diri.

Sayatan rahim yang kecil meningkatkan risiko robekan rahim, yang biasanya terjadi pada
sudut miring ke sayatan rahim dan meningkatkan tingkat kesulitan dalam penutupan
rahim. Robekan rahim selama operasi menyumbang 6,8% dari komplikasi[30], yang
sebanding dengan pengalaman penulis. Tidak ada perbedaan yang diamati pada
kelangsungan hidup sapi dengan robekan rahim dan apakah anak sapi itu hidup atau mati
(kecuali janin emfisematous) pada saat operasi. Sayangnya, dampak robekan rahim pada
pembentukan adhesi dan efisiensi reproduksi tidak diketahui.

Dalam keadaan ideal, tumpahan isi rahim ke dalam perut harus dihindari. Setelah kedua
kaki dieksteriorisasi (dan kadang-kadang kepala jika berhadapan dengan presentasi
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anterior), rantai anak sapi dapat ditempatkan pada kaki anak sapi untuk memfasilitasi
ekstraksi janin. Saat betis dikeluarkan, rahim harus ditahan di tempatnya untuk mencegah
tumpahnya isi rahim ke dalam perut. Proses ini dapat difasilitasi dengan menggunakan
forsep penggenggam rahim sapi. Juga, tali pusat harus diregangkan dan dipecah secara
terkendali dengan memegangnya berdekatan dengan dinding perut. Retraksi normal dan
kontraksi arteri umbilikalis mungkin terganggu oleh eksisi bedah tali pusat. Jika operasi
caesar elektif dilakukan, perhatian harus diberikan pada pembuluh darah umbilikalis,
karena pembuluh darah tersebut tidak dipersiapkan untuk ruptur spontan dan lebih
rentan terhadap perdarahan yang berlebihan. Penjepitan sementara arteri dan vena
umbilikalis mungkin diperlukan; namun, penulis telah mengamati peningkatan insiden
pada infeksi pusar ketika pembuluh darah ini diligasi menggunakan bahan jahitan. Setelah
sapi diangkat,selalu memeriksa betis kedua. Teknik yang disukai penulis adalah
menggunakan lengan dalam gerakan menyapu di sekitar rahim untuk memaksimalkan
eksteriorisasi rahim dan memfasilitasi penjahitan sayatan rahim. Jika plasenta mudah
terlepas dari caruncles, plasenta harus dikeluarkan; jika tidak, potong bagian yang
menggantung di luar rahim.

Jika pedet masih hidup dan uterus sehat (misalnya, prosedur elektif), satu lapis
penutupan dengan bahan jahitan yang dapat diserap (misalnya, 3 chromic catgut)
menggunakan jarum lancip sudah cukup. Penutupan dua lapis direkomendasikan jika anak
sapi mati, jika diduga terdapat cairan uterus yang terkontaminasi (misalnya, prosedur
darurat atau emfisematous), atau jika dinding uterus terganggu atau robek selama
ekstraksi janin. Menutup rahim bisa lebih mudah dengan asisten memegang bagian dorsal
tanduk rahim ke sayatan rahim dan membiarkan rahim menggantung ke bawah secara
vertikal;, kedua sisi insisi uterus lebih berlawanan, yang memudahkan penjahitan. Pola
jahitan pembalik terus menerus (misalnya, Cushing, Utrecht, atau Lembert) yang tidak
mengambil gigitan ketebalan penuh harus digunakan, karena mereka memberikan segel
ketat, meminimalkan paparan jahitan, dan meningkatkan penyembuhan, karena rahim
pada awalnya sembuh dengan kontak serosalto-serosal. Penulis lebih suka menggunakan
jahitan Cushing atau Utrecht, karena pola Lembert membutuhkan lebih banyak bahan
jahitan, lebih banyak bahan jahitan yang terbuka, dan membutuhkan lebih banyak waktu
untuk menyelesaikannya. Paparan jahitan (terutama pada simpul), daripada jenis bahan
jahitan, dianggap sebagai penyebab perlengketan yang paling signifikan di sepanjang
insisi uterus.

Di lapangan, #3 atau #4 chromic catgut (Chromicgut, Ethicon, Johnson & Johnson,
Somerville, New Jersey) secara historis adalah bahan jahitan yang paling banyak digunakan
dalam operasi sapi, karena ketersediaan, biaya, dan kenyamanan pengemasan. [25].
Catgut berasal dari sub-mukosa usus domba atau serosa usus sapi dan dikepang dan
mudah ditangani, meskipun memiliki keamanan simpul yang buruk. Catgut polos
kehilangan kekuatan tariknya dengan sangat cepat, sedangkan catgut chromic kehilangan
50% kekuatan tariknya setelah 7 hari. Kerusakan dipercepat dengan adanya infeksi. Karena

kekhawatiran mengenai ensefalopati bovine spongiform, penggunaan catgut di negara-
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negara tertentu yang terkena dampak dilarang[31]. Meskipun memiliki kekuatan tarik awal
tertinggi dibandingkan dengan bahan jahitan lainnya, poliglekapron 25 (Monocryl, Ethicon,
Johnson & Johnson, Somerville, New Jersey) juga memiliki kehilangan kekuatan tarik yang
sangat cepat dan harus digunakan hanya untuk penutupan rahim dan bukan untuk
penutupan rahim. otot atau linea alba. Polyglactin 910 (Vicryl, Ethicon, Johnson & Johnson,
Somerville, New Jersey), polydioxanone (PDS, Ethicon, Johnson & Johnson, Somerville, New
Jersey), dan polyglyconate (Maxon, Ethicon, Johnson & Johnson, Somerville, New Jersey)
akan menjadi bahan jahitan yang tepat untuk penutupan rahim, otot, dan linea alba. Bahan
sintetis memiliki keunggulan signifikan dibandingkan bahan biologis. Poliglaktin 910
memiliki keunggulan kualitas bahan yang seragam, tidak mudah rusak oleh instrumen
bedah, memiliki kualitas penanganan yang unggul (yaitu, kurang kaku, lebih baik untuk
mengikat simpul, dan tidak terlalu berjumbai), dan menyebabkan reaksi inflamasi ringan
dibandingkan dengan poliglaktin 910 biasa. senar. Tidak diketahui apakah poliglaktin 910
menginduksi lebih sedikit pembentukan bekas luka di dalam miometrium, yang secara
positif dapat mempengaruhi kesuburan di masa depan. Kerugian dari polyglactin 910
adalah peningkatan drag (karena dikepang) dan biaya. Dari bahan-bahan tersebut, penulis
lebih memilih menggunakan poliglaktin 910, karena mudah ditangani; namun, kehati-
hatian harus dilakukan karena keamanan simpul yang buruk. Meskipun poliglaktin 910
dikepang dan lebih rentan terhadap wicking bakteri karena aksi kapiler, bahan jahitan ini
tetap stabil dilingkungan yang terinfeksi.

Gumpalan darah harus dihilangkan dengan lembut menggunakan irigasi dan tangan
yang menggunakan sarung tangan, karena gumpalan ini dapat menimbulkan adhesi yang
dapat mempengaruhi kesuburan di masa depan. Spons kasa tidak boleh digunakan untuk
membersihkan rahim, karena ini menyebabkan lecet serosa, yang meningkatkan
kemungkinan perlengketan rahim yang merugikan. Bursa ovarium harus diperiksa, karena
bekuan darah dapat menempel di sana, menyebabkan perlengketan, dan mempengaruhi
kesuburan di masa depan. Cairan isotonik, seperti salin fisiologis steril atau larutan
elektrolit seimbang, dapat digunakan untuk membilas uterus. Setelah dibilas, rahim diganti
di dalam perut. Kombinasi heparin (40 U/kg) dan potasium penisilin (22.000 U/kg), ceftiofur
hidroklorida (1 mg/kg), atau oksitetrasiklin hidroklorida (200 mg/kg) dicampur dengan 500
mL 0. Larutan irigasi natrium klorida 9% yang ditanamkan di perut untuk lavage perut
digunakan secara empiris (tergantung pada ahli bedah) sebagai bantuan  untuk
mengurangi pembentukan adhesi. Mengganti sarung tangan bedah baru setelah rahim
ditutup berpotensi mengurangi risiko kontaminasi perut.

Dinding perut biasanya membutuhkan dua sampai tiga lapis penutupan. Peritoneum dan
transversus biasanya ditutup dalam satu lapisan, menggunakan bahan jahitan yang dapat
diserap (misalnya, 3 chromic catgut) dalam pola kontinu sederhana. Otot oblik internal dan
eksternal ditutup bersama menggunakan bahan jahitan yang dapat diserap (misalnya, 3
chromic catgut) dalam pola kontinu sederhana. Untuk mengurangi ruang mati dan potensi
pembentukan seroma, lapisan dapat ditempelkan secara berkala ke lapisan sebelumnya.

Mengurangi ruang mati juga dapat menghambat pembentukan seroma dan infeksi
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insisional[25]. Kulit dapat ditutup menggunakan bahan jahitan yang tidak dapat diserap
(misalnya, 3 poliamida) dalam pola jahitan terus menerus, jahitan terputus sederhana, atau
jahitan terputus sederhana (Gambar 5) Jika pola ford interlocking digunakan, rekomendasi
saat ini adalah menempatkan beberapa jahitan terputus sederhana di dasar sayatan
(Gambar 6). Jahitan ini dapat dilepas untuk memfasilitasi drainase jika terjadi infeksi
insisional.

Gambar 5. Jahitan interlocking Ford untuk penutupan kulit. Perhatikan penggunaan jarum serpentine besar untuk mempercepat proses penjahitan. (Courtesy of
Matt D.Miesner, DVM, MS, Manhattan, KS.)

Gambar 6. Foto jahitan ford interlocking yang lengkap untuk penutupan kulit setelah pendekatan miring kiri untuk operasi caesar. (Courtesy of Matt
D.Miesner, DVM, MS, Manhattan, KS.)
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Torsi uterus yang tidak dikoreksi menghadirkan dilema yang menarik bagi ahli bedah
hewan; apakah seseorang melepas betis sebelum atau setelah mengoreksi torsi
intraoperatif? Torsi uterus pada sapi biasanya diputar berlawanan arah jarum jam (63%)
bila dilihat dari belakang sapi, dengan tanduk gravid kanan diputar di atas tanduk kiri[32].
Karena fossa paralumbar kiri kemungkinan, secara default, pendekatan yang paling
umum, tanduk kanan gravid akan berdekatan dengan insisi dinding tubuh, yang
memfasilitasi eksteriorisasi uterus. Namun, melepas betis terlebih dahulu cenderung
membuat penjahitan insisi uterus lebih sulit tanpa asisten bedah. Sebagai alternatif,
koreksi torsi sebelum pelepasan betis menempatkan tanduk kanan gravid berlawanan dari
insisi dinding tubuh kiri, yang membuatnya sulit untuk mengeksteriorisasi uterus. Memilih
pendekatan berdasarkan arah puntir mungkin merupakan solusi yang ideal. Misalnya, torsi
berlawanan arah jarum jam dapat didekati dari fossa paralumbar kanan, torsi pertama
dikoreksi secara intraoperatif, kemudian uterus dieksteriorisasi, betis diangkat, dan insisi
uterus dijahit tertutup.

Perawatan pasca operasi

Penggunaan, jenis, dan frekuensi antibiotik bervariasi berdasarkan kasus per kasus.
Tidak seperti prosedur yang dilakukan di lingkungan rumah sakit yang terkendali, operasi
caesar yang dilakukan di peternakan secara rutin diberikan antibiotik. Antibiotik yang
paling umum digunakan adalah penisilin G prokain (22.000 U/kg IM quaque (q) 24 jam
selama 3-5 hari), oksitetrasiklin (6,6-11 mg/kg intravena, IM, atau subkutan (5Q) q 24 jam
untuk 3-5 hari), atau ceftiofur hidroklorida atau ceftiofur sodium (1,1-2,2 mg/kg intravena,
IM, atau SQ q12-24 jam selama 3-5 hari). Khususnya pada sapi potong, orfenicol (20 mg/kg
IM q 48 jam atau 40 mg/kg SQ 96 jam) juga dapat digunakan. Di Kanada dan Amerika
Serikat, aminoglikosida tidak boleh digunakan pada hewan penghasil makanan. Kepatuhan
klien dapat meningkat saat menggunakan oksitetrasiklin atau orfenikol, karena antibiotik
ini tidak memerlukan pemberian setiap hari. Dalam keadaan ideal, konsentrasi jaringan
antibiotik yang tinggi harus ada pada saat operasi[33]. Oleh karena itu, idealnya antibiotik
harus diberikan sebelum operasi. Ketika komplikasi pra operasi dan intraoperatif marginal
(misalnya, anak sapi hidup, sapi memiliki rahim yang sehat, dan kontaminasi rongga perut
minimal), penulis menggunakan penisilin G prokain (IM) dalam susu dan oksitetrasiklin
(sebaiknya SQ) di sapi potong. Ketika komplikasi parah (misalnya, ada betis emfisematous,
rahim terganggu, atau kontaminasi perut parah) dan risiko peritonitis tinggi, penggunaan
ekstralabel oxytetracycline (20 mg/kg IV q 24 jam) diberikan setiap hari selama 5- 7 hari
(maksimum) bermanfaat berdasarkan pengalaman penulis. Perlakuan lebih dari 7 hari
cenderung menghambat mikroflora dan motilitas rumen. Dalam beberapa keadaan,
menempatkan 14 gauge 5. sebotol garam fisiologis atau dekstrosa) dapat memfasilitasi
perawatan sehari-hari. Selanjutnya, pembilasan heparin-saline dapat dibuat dengan cepat
menggunakan tabung pengumpul darah berwarna hijau. Ketika antibiotik digunakan,
penarikan susu dan daging yang tepat harus diikuti. Jika diperlukan, penggunaan label
tambahan antibiotik harus dilakukan dengan hati-hati dan dengan perhatian khusus untuk
mencegah pelanggaran residu.
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Untuk analgesia pascaoperasi, obat antiinflamasi nonsteroid, seperti unixin meglumine
(2,2 mg/kg intravena setiap 12 jam selama 2-3 hari) atau ketoprofen (3 mg/kg intravena,
IM setiap 24 jam selama 2-3 hari ) akan menjadi pilihan yang tepat. Flunixinmeglumine
juga mungkin berguna dalam mencegah pembentukan adhesi perut. Flunixen meglumine
dilisensikan untuk penggunaan intravena pada sapi perah menyusui di Kanada dan
Amerika Serikat. Saat ini, ketoprofen disetujui untuk digunakan pada sapi perah laktasi di
Kanada tetapi tidak di Amerika Serikat, tetapi dapat digunakan di bawah Undang-Undang
Penggunaan dan Klarifikasi Obat Hewan tahun 1994 atau mungkin disetujui di masa
mendatang. Ketika obat anti-inflamasi nonsteroid digunakan, penarikan susu dan daging
yang tepat harus diikuti. Jika diperlukan,

Komplikasi

Daftar ekstensif komplikasi pra operasi, operasi, pasca operasi, dan jangka panjang
telah dilaporkan [10]. Komplikasi pra operasi meliputi: persalinan tertunda, anoreksia,
kematian janin, janin emfisematous, ekstraksi paksa, kelainan janin, fraktur tungkai janin,
inersia uterus, trauma uterus, ruptur uteri, obturator/sciatic nerve cowage, dan trauma
berat selama manipulasi. Komplikasi operatif meliputi: trauma uterus berlebihan,
kontaminasi rongga peritoneum, trauma gastrointestinal, dan trauma berlebihan pada
dinding abdomen dan penutupan uterus yang tidak adekuat. Komplikasi pascaoperasi
meliputi: peritonitis, pembentukan seroma, retensio plasenta, metritis, endometritis,
dehiscence jahitan kulit, emfisema subkutan, perlengketan, mastitis, mengejan, dan
kematian sapi atau anak sapi. Komplikasi jangka panjang termasuk: sapi yang lebih
rendah, sapi yang lemah, kehilangan produksi, peningkatan interval melahirkan,
peningkatan layanan per konsepsi, aborsi spontan,

Eksteriorasi rahim

Operasi sesar sapi dianggap sebagai prosedur bersih-terkontaminasi. Eksteriorasi
uterus dan menghindari kontaminasi abdomen adalah yang paling penting saat
menangani anak sapi yang mati atau setelah manipulasi obstetrik yang ekstensif.
Komplikasi intraoperatif yang paling umum diamati dalam studi 1.000 seksio sesaria
terjadi di luar rahim (20,8% sulit, 58% tidak mungkin) [30]. Ahli bedah yang lebih
berpengalaman tampaknya memiliki lebih sedikit kesulitan dalam mengeluarkan rahim.
Berdasarkan pengalaman penulis, sapi lebih mungkin bertahan hidup ketika rahim
dieksteriorisasi selama  operasi; ketika rahim tidak dieksteriorisasi, peningkatan
kelangsungan hidup tercatat pada sapi yang memiliki janin hidup. Selanjutnya,
peningkatan kelangsungan hidup diamati pada sapi di mana rahim dieksteriorisasi untuk
mengeluarkan janin mati dibandingkan dengan ketika rahim tidak dieksteriorisasi.

Ketika rahim berkontraksi dengan kuat pada janin, akan lebih sulit untuk mengoreksi
malpresentasi atau mengeluarkan rahim selama operasi caesar. Klor dan isoksuprin telah
tersedia untuk praktisi sapi sebagai bantuan dalam manipulasi kebidananste[34,35].
Namun, obat-obatan ini saat ini tidak diizinkan untuk digunakan pada hewan penghasil
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makanan di Amerika Utara. Dalam percobaan baru-baru ini menggunakan agonis
reseptor B2-adrengerik, ritodrin dan terbutalin secara efektif melemaskan miometrium
dalam produk susu.[36] dan sapi potong [37], masing-masing. Penelitian lebih lanjut
diperlukan sebelum agen tokolitik ini digunakan dalam kasus klinis. Isoxsuprine memiliki
sifat simpatomimetik dengan kesamaan struktural dengan epinefrin[34]. Oleh karena itu,
epinefrin mungkin memiliki sifat farmakologi tokolitik yang melekat. Dosis empirik 10 mL
epinefrin 1:1000 yang diencerkan menggunakan sejumlah kecil cairan isotonik dan
diberikan secara intravena 10 menit sebelum operasi tampaknya merelaksasi uterus,
sehingga memfasilitasi eksteriorisasi uterus. Pemberian epinefrin pada sapi terpilih
dengan distosia (misalnya, malpostur atau presentasi sungsang) telah cukup
mengendurkan miometrium dalam banyak kasus untuk memfasilitasi manipulasi obstetrik
dan persalinan pervaginam yang berhasil pada anak sapi menurut pengalaman penulis.
Pada beberapa kesempatan, penulis mengamati ekskursi pernapasan berlebihan
sementara dan hiperhidrosis umum pada sapi di mana epinefrin diberikan secara
perioperatif, yang kemungkinan merupakan hasil dari pemberian yang cepat, dan sapi
kembali normal pada akhir operasi. Penulis memperhatikan bahwa dinding rahim
cenderung menipis, karena miometrium berelaksasi, yang membuat penutupan sayatan
rahim menjadi lebih sulit. Jarum runcing kecil diperlukan untuk menghindari gigitan
dengan ketebalan penuh, dan jahitan harus ditempatkan lebih rapat untuk memastikan

penutupan rahim yang tepat.

Selaput janin tertahan

Plasenta sapi biasanya dilepaskan dalam waktu 24 jam setelah operasi [9]. Kegagalan
untuk melepaskan plasenta dalam waktu ini dianggap sebagai selaput janin yang
tertahan. Plasenta dikeluarkan dengan mudah selama operasi 6% dari waktu, dan 59%
sapi melepaskan plasenta dalam waktu 12 jam setelah melahirkan[8]. Terjadinya retensi
ketuban antara 35% dan 40,8% [8,38], yang umumnya diterima lebih tinggi dibandingkan
dengan anak sapi tanpa bantuan. Dalam kasus ketika plasenta tidak dikeluarkan selama
operasi, oksitosin (20 United States Pharmacopeia (USP) q 3 jam IM) dapat diberikan pada
hari ke 2 dan 3 pasca melahirkan, kemudian meningkatkan dosis dan frekuensi oksitosin
menjadi 30 USP q 2 jam pada hari ke 4[39]. Dosis yang lebih kecil diberikan lebih sering
dianjurkan, daripada dosis tinggi kurang frekuensi. Dosis yang lebih kecil menginduksi
kontraksi uterus yang produktif dengan cara tubuloservikal, sedangkan dosis tinggi
tampaknya menyebabkan kejang seperti tetanik, yang dapat berlangsung antara 6 dan 10
menit.[39].

Penyerahan diri

Tingkat 14,8% sapi menjadi telentang intraoperatif telah dilaporkan dalam literatur lain
[30]. Dipercaya bahwa sapi lebih cenderung menjadi telentang selama wupaya untuk
mengeluarkan uterus, karena rasa sakit yang timbul dari traksi pada ligamen luas selama
manipulasi uterus yang sulit. Pemberian xylazine epidural sebelum operasi atau
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butorphanol tartrat intraoperatif dapat mengurangi rangsangan nyeri. Sapi yang tetap
berdiri selama prosedur memiliki peluang bertahan hidup yang lebih baik, dengan
laporan tingkat kelangsungan hidup sapi 91%-94% dan tingkat kelangsungan hidup anak
sapi 95%-100%[8]. Dalam pengalaman penulis, sapi yang jatuh intraoperatif lebih
mungkin untuk mengembangkan peritonitis dan mengalami kematian pasca operasi yang
lebih besar dibandingkan dengan sapi yang tetap berdiri selama operasi.

Kematian

Sebuah studi retrospektif yang mengamati 159 operasi caesar sapi perah menemukan
korelasi kuat antara kelangsungan hidup sapi dan kelangsungan hidup anak sapi pada
saat operasi. [38]. Kelangsungan hidup sapi menurun dari 86% dengan anak sapi hidup,
menjadi 79% dengan anak sapi mati, menjadi 33% dengan janin emfisematous. Waktu
operasi lebih dari 1 jam mengurangi tingkat kelangsungan hidup sapi dari 96% menjadi
86%[9]. Komplikasi paling umum yang terkait dengan kematian ibu adalah peritonitis,
toksemia, metritis, ruptur uteri, dan perlemakan hati[10]. Secara umum diterima bahwa
sapi potong mentolerir operasi dengan lebih baik dan memiliki hasil yang lebih baik,
karena mereka biasanya memiliki kondisi tubuh yang lebih berat dan kebutuhan
metabolisme yang jauh lebih rendah dibandingkan dengan sapi perah. Infeksi oleh
Clostridium chauvoei jauh ke lokasi operasi dilaporkan jarang (0,5%) dan telah dikaitkan
dengan kematian mendadak sapi dalam waktu 24 jam setelah operasi [10].

Baru-baru ini, sebuah penelitian menunjukkan toksisitas yang timbul dari kontaminasi
perut dengan pelumas obstetrik berbasis polimer polietilen (PEP) yang disetujui untuk
digunakan pada sapi. [40]. Meskipun pelumas ini telah digunakan dengan aman dan
efektif untuk pelumasan obstetrik, kontaminasi peritoneum hanya sedikit 1,25 g PEP
(setara dengan 1,0 L larutan 0,5% berat per volume (b/v)) beracun bagi sapi, tetapi
mekanismenya tidak diketahui. Sapi-sapi tersebut mati atau mengalami gejala klinis yang
cukup parah untuk menjamin euthanasia manusiawi dalam waktu 3-6,5 jam setelah infus
intra-abdomen PEP. Karena PEP sering digunakan selama distosia berat, ada peningkatan
risiko kontaminasi abdomen dengan PEP selama operasi jika isi uterus tumpah. Di
belakang, toksisitas ini dapat menjelaskan, sebagian, kematian sapi mendadak dalam

waktu 24 jam setelah operasi caesar diamati dalam laporan anekdot dan oleh penulis.

Peritonitis

Insiden peritonitis yang nyata relatif rendah yaitu 10,5% [30]. Itu tanda-tanda klinis
peritonitis diperkirakan terjadi 3-4 hari setelah operasi [1,4,15]. Dalam survei praktisi,
peritonitis dianggap sebagai penyebab utama kematian (70,3%), diikuti oleh syok
(18,1%)[11]. Peritonitis dapat disebabkan oleh kompromi dinding rahim bahkan sebelum
operasi[10]. Peritonitis dapat disebabkan oleh eksogen (melalui insisi abdomen) atau flora
bakteri endogen [41]. Cairan janin dapat terkontaminasi oleh bakteri flora bakteri anaerob
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obligat, terutama setelah pecahnya kantung ketuban atau manipulasi obstetrik yang
ekstensif. Bakteri dapat dibiakkan dari cairan rahim sebelum kantung ketuban pecah;
namun, jumlah mereka meningkat secara signifikan setelah kantung itu pecah. Selama
operasi caesar, cairan rahim sangat terkontaminasi 83% dari waktu oleh populasi
polimikroba. Sejak manipulasi obstetrik berkepanjangan tampaknya meningkatkan risiko
peritonitis, mereka memvalidasi pengamatan bahwa penilaian klinis yang cepat ketika
memutuskan untuk melakukan operasi caesar dikaitkan dengan hasil yang sukses.

Komplikasi sayatan

Kerugian dari pendekatan telentang termasuk peningkatan waktu pembedahan,
peningkatan risiko perdarahan intraoperatif, pembentukan seroma pasca operasi, dan
herniasi insisional. Lapisan wajah tipis yang terkait dengan pendekatan lateral lebih
cenderung mengalami herniasi. Linea alba memberikan lapisan penahan yang lebih kuat
dibandingkan dengan pendekatan paramedian atau oblique rendah; Selain itu, ada lebih
sedikit lapisan penutupan dibandingkan dengan pendekatan paramedian dan miring
rendah, yang akan mengurangi waktu operasi.

Komplikasi yang terkait dengan infeksi insisional paralumbar adalah antara 1,3% [9]
dan 8,2% [8] dan dehiscence 3,8% [9]. Terjadinya emfisema subkutan telah dilaporkan
antara 0% dan 41% [8,9,15]. Perbedaan dalam persiapan tempat pembedahan, teknik
anestesi lokal, panjang sayatan, kesulitan mengeluarkan betis melalui sayatan, waktu
operasi, dan penggunaan, jenis, dan durasi antibiotik pasca operasi membuat sulit untuk
membuat kesimpulan yang jelas dari laporan ini. Emfisema subkutan dapat dikurangi
dengan menutup peritoneum bersama dengan transversus, sehingga menutup perut.
Menerapkan tekanan ke dinding perut yang berlawanan untuk mengeluarkan udara
intraabdominal selama penutupan lapisan pertama juga telah disarankan sebagai sarana
untuk mengurangi emfisema subkutan.[10].

Adhesi

Prasyarat untuk pembentukan adhesi adalah trauma jaringan, bakteri, dan inflamasi;
Oleh karena itu, perawatan medis untuk pencegahan adhesi meliputi teknik pembedahan
yang baik, antibiotik, dan obat antiinflamasi nonsteroid. Ketidakseimbangan antara
pembentukan fibrin dan fibrinolisis diyakini menghasilkan pembentukan adhesi. Adhesi
dapat secara klinis tidak relevan, menguntungkan, atau merugikan, dan signifikansinya
ditentukan oleh lokasi dan derajatnya. Perlengketan yang merugikan di perut sapi setelah
operasi  caesar terutama terkait dengan  elemen saluran reproduksi; ovarium,
infundibulum, saluran telur, dan rahim dalam urutan menurun adalah elemen yang paling
penting sehubungan dengan kesuburan masa depan. Adhesi uterus yang sudah ada
sebelumnya ditemukan pada 9,4%[30] sapi dibandingkan dengan 20% -60% [30,41] sapi
yang pernah menjalani operasi caesar sebelumnya. Prinsip operasi Halsted adalah
andalan pencegahan adhesi[42,43]. Dalam satu penelitian, perbedaan yang signifikan
diamati antara ahli bedah dan pembentukan adhesi [41].
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Kesuburan

Seksio sesaria pada sapi perah tidak mengubah interval ke pelayanan pertama atau
panjang kebuntingan berikutnya [44]. Sapi yang menjalani operasi caesar mengalami
peningkatan layanan per konsepsi dan hari buka[4,8,10]. Interval melahirkan hingga
konsepsi adalah 110 hari (memberi atau menerima 43 hari) pada sapi perah dan 99 hari
(memberi atau menerima 18 hari) pada sapi potong. Tidak ada perbedaan dalam tingkat
aborsi antara operasi caesar dan persalinan normal yang diamati[44]. Tingkat kehamilan
pada sapi perah dan sapi potong setelah operasi caesar masing-masing adalah 72% dan
91% 9[8]. Tarif ini tampaknya masuk akal untuk kasus-kasus rutin. Tingkat kebuntingan
yang lebih rendah pada sapi perah
dapat dikaitkan dengan variabel pengganggu, seperti pemusnahan untuk alasan non-
reproduksi (misalnya, ketimpangan). Pada sapi potong, korelasi negatif diamati
antara kesuburan dan tingkat bantuan melahirkan yang diperlukan, terutama ketika
operasi caesar dilakukan;[45] namun, efek kondisi tubuh tidak dipertimbangkan dan

mungkin merupakan variabel pengganggu.

Produksi

Efek dari operasi caesar pada produksi susu sulit untuk dijelaskan karena banyak
variabel pengganggu. Ketika efek kawanan, tahun, paritas, musim melahirkan, dan aborsi
dikoreksi, sapi yang menjalani operasi caesar cenderung tidak mencapai 100 hari dalam
susu (DIM), dan menghasilkan, rata-rata, 79,9 kg susu lebih sedikit dalam 100 DIM
pertama dibandingkan dengan kontrol [44]. Studi kedua menegaskan bahwa seluruh
pengurangan susu terjadi selama 100 DIM . pertamal46]. Tidak ada perbedaan yang
diamati antara kelompok antara 100 DIM dan 240 DIM[44].

Janin emfisematous
Menghapus janin emfisematous dengan fetotomi tidak selalu merupakan pilihan yang

layak. Dari 159 ekor sapi perah yang dirujuk ke rumah sakit hewan untuk operasi caesar,
16 ekor sapi mengalami emfisematous feti.d6 sapi (33%) selamat dan keluar dari rumah
sakit [38]. Biasanya sapi-sapi ini beracun, pireksia, hipotensi, dan syok, membutuhkan
manajemen intensif perioperatif. Dalam keadaan ideal, sapi-sapi ini akan dikirim ke
lembaga rujukan; namun, ini tidak selalu merupakan pilihan dan harus dikelola di
pertanian. Obat penenang, jika diperlukan, harus digunakan dengan hati-hati, karena
sapi-sapi ini sering mengalami hipotensi. Antibiotik pra operasi, anti- inflamasi, dan terapi
cairan (salin hipertonik intravena dan cairan oral) diberikan untuk menstabilkan sistem
kardiovaskular sapi. Dalam pengalaman penulis, meminimalkan kontaminasi rongga
perut (dengan menggunakan pendekatan ventral, eksteriorisasi rahim, dan mengganti
sarung tangan dan instrumen untuk penutupan dinding perut) telah meningkatkan

prognosis untuk kelangsungan hidup sapi; namun, kesuburan sapi tampaknya buruk.
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Ringkasan

Tujuan dari operasi caesar adalah pelestarian sapi dan anak sapi dan efisiensi
reproduksi sapi di masa depan. Hasil dari operasi caesar adalah ramalan yang terpenuhi
dengan sendirinya. Sejumlah variabel dapat mempengaruhi hasil yang sukses dari
prosedur ini; pemilihan kasus adalah variabel yang paling penting dan sering diabaikan.
Selain itu, persiapan pasien dan ahli bedah, teknik pembedahan, viabilitas betis pada saat
pembedahan, dan eksteriorisasi uterus dapat mempengaruhi hasil akhir. Selain itu, teknik
bedah yang baik termasuk penanganan jaringan yang lembut, bahan dan pola jahitan
yang tepat, dan lipatan insisi uterus yang memadai untuk mencegah kebocoran,
dikombinasikan dengan antibiotik dan obat anti-inflamasi bila diindikasikan, dapat
membantu meminimalkan perlengketan yang merugikan yang dapat mempengaruhi
efisiensi reproduksi sapi di masa depan.
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ABSTRAK

Brucellosis babi adalah zoonosis yang menyerang babi, yang disebabkan oleh bakteri Brucellocis, dan
merupakan penyebab kerugian reproduksi babi yang penting secara ekonomi. Pada manusia, brucellosis bisa
menjadi penyakit serius, melemahkan dan terkadang kronis yang dapat mempengaruhi berbagai organ. Pada
babi, Brucellocis terjadi pada janin, plasenta, cairan janin dan cairan vagina setelah aborsi atau lahir mati.
Penelitian ini menggunakan janin yang diaborsi sebagai sampel. Untuk isolasi Brucellocis, bahan diinokulasikan
pada kaldu brucella steril dan kemudian pada cawan media agar selektif brucella. Isolat yang dicurigai
Brucellocis dilakukan pewarnaan Gram dan pewarnaan Ziehl-Neelsen (MZN) modifikasi Stamp untuk
memastikan kemurnian kultur dan karakter morfologi. Isolat Brucella murni yang dicurigai, dianalisis untuk
profil biokimia mereka untuk diferensiasi spesies Brucella berdasarkan tes biokimia. Hasil penelitian
menunjukkan dan meyakinkan bahwa isolat yang diperoleh adalah Brucellocis. Uji PCR menghasilkan
amplifikasi pita 723-bp dari gen omp31 target Brucellocis sebagai isolat lokal. Protein membran luar
imunodominan yang mapan (31 kDa omp) dapat menjadi tonggak untuk pengembangan diagnostik yang
efektif untuk memberantas penyakit.

KATA KUNCI: Brucellocis, omp31, PCR, 723 bp

PENGANTAR

Brucellosis merupakan penyakit zoonosis yang dapat menyerang babi, yang
disebabkan oleh Brucellocis. Spesies lain dapat terinfeksi Brucellocis setelah kontak langsung
dengan alat kelamin atau cairan tubuh dari babi yang terinfeksi dan dapat menular dari satu
manusia ke manusia lainnya. Porcine brucellosis bisa sulit didiagnosis dengan teknik isolasi
dan identifikasi dan butuh waktu untuk mendapatkan hasilnya. Oleh karena itu, serologi
secara umum dianggap sebagai teknik yang lebih dapat diandalkan untuk mengidentifikasi
antibodi spesifik terhadap Brucella sp. Saat ini, uji serologis langsung untuk deteksi
brucellosis babi belum tersedia [1,2,3,4,5].

Membran sel Brucella terdiri dari 3 lapisan; membran sitoplasma, membran
sitoplasma perifer, dan membran luar [6]. Protein pada membran luar disebut sebagai
protein membran luar (OMPs) [7,8]. OMP Brucella menunjukkan imunogenisitas yang
sangat kuat, yang mungkin berhubungan dengan kelangsungan hidup Brucella dalam
makrofag [9]. Pada Brucellocis, salah satu protein spesifik dikodekan oleh gen OMP 31.

Sebuah  studi baru-baru  ini menunjukkan bahwa protein dalam keluarga
OMP25/0MP31 sangat terkonservasi sebagai antigen imunodominan dan terkait dengan
virulensi Brucella [10]. Karakteristik ini mendukung Omp31 sebagai subunit yang
menjanjikan untuk kit deteksi dan kandidat vaksin terhadap brucellosis.
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Untuk mendapatkan alat diagnostik baru, diperlukan langkah-langkah awal termasuk
isolasi, ekstraksi dan pemurnian. Penelitian ini bertujuan untuk mendeteksi gen OMP31
yang mengkode isolat lokal Brucellocis dengan metode polymerase chain reaction (PCR).
Hasil yang diperoleh dari penelitian ini diharapkan dapat digunakan sebagai diagnosis
brucellosis babi.

BAHAN DAN METODE

Koleksi sampel

Sampel yang dikumpulkan secara aseptik dari janin dan ditabur sesaat setelah
aborsi (membran janin, isi perut janin, dan usap vagina) dilakukan isolasi bakteri dan
karakterisasi molekulernya melalui PCR.

Isolasi bakteriologis dan identifikasi Brucellocis

Untuk isolasi Brucellocis, bahan diinokulasi pada kaldu brucella steril kemudian di
atas media agar selektif brucella dan diinkubasi pada suhu 37°C selama 48 jam. Pelat
diamati setiap 24 jam untuk perkembangan pertumbuhan. Setelah pertumbuhan, koloni
yang dicurigai Brucella berdasarkan karakteristik kultur [11] diambil dan digoreskan ke
piring agar selektif Brucella lainnya dan diinkubasi pada suhu 37°C selama 2 hari untuk
mendapatkan kultur murni.

Karakterisasi Morfologi Isolat

Isolat yang diduga Brucellocis dilakukan pewarnaan Gram dan pewarnaan Ziehl-
Neelsen (MZN) modifikasi Stamp [12] untuk memeriksa kemurnian kultur dan karakter
morfologi. Metode pewarnaan Ziehl-Neelsen modifikasi stempel dilakukan dengan larutan
basa fuchsin 0,4%, diikuti dengan penghilangan warna cepat dengan larutan asam asetat
0,5%, dan counterstaining dengan larutan metilen biru 1%. Apusan diperiksa secara
mikroskopis dengan lensa objektif minyak imersi (x100).

Konfirmasi biokimia dari isolat

Isolat murni Brucella yang dicurigai, dianalisis profil biokimianya untuk diferensiasi
spesies Brucella berdasarkan uji biokimia, yaitu, katalase, oksidase, hidrolisis urea, uji
reduksi nitrat, produksi indol, dan pemanfaatan sitrat sesuai metode standar [11 ,12].

Karakterisasi Molekul dari isolat Brucellocis

Primer PCR digunakan untuk mendeteksi urutan DNA dari gen yang mengkode
protein membran luar31 (OMP-31) yang dilaporkan untuk Brucella dalam database
GenBank yang terletak di NCBI (Leal-Klevezas et al., 1995). Urutan primer forward adalah
forward 5'ATG AAG TCC GTA ATT TTG GCG TCC3' dan reverse 5TTA GAA CTT GTA GGT CAG
ACC GAC 3'. Untuk konfirmasi molekuler dari isolat ini, amplifikasi gen OMP-31 dilakukan
menggunakan PCR (Qiagen). DNA diekstraksi dari isolat brucella dengan menggunakan
minikit DNA QIAMP (QIAGEN, Hilden, Jerman), sesuai dengan instruksi pabrik.

Pengomposisian reaksi menggunakan Top Taq Master Mix adalah Master mix
(intron)12,5 1, DW 0,5 1, Primer EAE1 1 I, Primer EAE2 1 1, template 5 1 (total 20 I). Pusaran
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lembut dan putar ke bawah. Kondisi siklus termal adalah sebagai berikut: langkah
denaturasi awal pada 95 ° C selama 5 menit, diikuti oleh 35 siklus denaturasi pada 94 ° C
selama menit, anil pada 56 ° C selama 1 menit dan ekstensi pada 72 ° C selama 1 menit.
menit, dengan ekstensi akhir pada 72°C selama 5 menit.

Produk PCR dinilai dengan elektroforesis dalam gel agarosa 2% dan kemudian
diwarnai dengan etidium bromida (0,5 g/mL). Gel difoto di bawah sinar ultraviolet [13].

HASIL DAN DISKUSI

Semua bahan yang diaborsi yang dikumpulkan dari kasus aborsi diinokulasi pada
pelat agar Brucella selektif dan isolat menghasilkan koloni yang karakteristik, sangat kecil,
berkilau dan halus, bulat, dan pin-point. Pemeriksaan mikroskopis kultur yang diwarnai
Gram menunjukkan kokobasil Gram-negatif kecil dan, pada pewarnaan Ziehl-Neelsen
(MZN) yang dimodifikasi, organisme bernoda merah dengan latar belakang biru. Isolat ini
selanjutnya dinilai untuk karakter biokimia dan seperti penelitian sebelumnya, isolat
ditemukan positif untuk katalase, oksidase, hidrolisis urea dan uji reduksi nitrat dan negatif
untuk produksi indol, dan pemanfaatan sitrat. Semua isolat menunjukkan karakter
morfologi yang mirip dengan temuan sebelumnya [11] dengan uji biokimia yang sejalan
dengan temuan penelitian lain [11,12].

Untuk memastikan isolat yang ditemukan adalah Brucellocis, uji hidrolisis urea hanya
membutuhkan waktu 20 menit, sedangkan spesies lain membutuhkan waktu 1 - 2 jam.
Mereka dapat tumbuh dengan adanya thionin pada konsentrasi standar dan tanpa
memerlukan tambahan CO2 [14]. Satu-satunya metode yang pasti dan paling dapat
diandalkan untuk diagnosis brucellosis hewan didasarkan pada isolasi Brucella spp. Oleh
karena itu, isolasi B. melitensis dan lainnya pada media kultur yang sesuai
direkomendasikan untuk diagnosis yang akurat [15].

Uji PCR menghasilkan amplifikasi pita 723-bp dari gen omp31 target Brucellocis
sebagai isolasi lokal. Analisis PCR diulang dua kali. Hasilnya diberikan pada Gambar 1.
Akurasi dan reliabilitas data PCR yang diperoleh dari Brucellocis dikonfirmasi dengan
analisis sekuens DNA.

M K- S
720 bp
M :Penanda
100 —100Q b K- : Negative control
S :Brucellosis
Gambar 1. A ifikasi gen omp31 dari Brucellocis
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PCR adalah alat yang andal dan cepat untuk mendeteksi secara langsung B.suis
dalam sampel klinis. Untuk diagnosis brucellosis telah ditetapkan dan menunjukkan
kegunaannya. Namun sampai saat ini dan sepengetahuan penulis belum ada deskripsi dari
satu probe PCR yang mampu mendeteksi semua yang relevan secara praktis.Brucellocis.
Pengujian diuji 100% spesifik untuk Brucellocis dan negatif untuk lainnya Brucella sp. dan
tidak terkait eratBrucella jenis.

KESIMPULAN

Brucellocis terutama bertanggung jawab atas brucellosis pada babi dan juga untuk
penularan infeksi ke manusia. Untuk pengendalianBrucellocis, diagnosis yang efektif
diperlukan dan semua ini hanya dapat diputuskan setelah studi epidemiologis termasuk
isolasi agen etiologi dari kasus klinis. Negara seperti Indonesia, dengan populasi babi besar
yang dipelihara di dekat manusia selalu berada di ujung tandukBrucella zoonosis. Protein
membran luar imunodominan yang mapan (31 kDa omp) dapat menjadi tonggak untuk
pengembangan diagnostik yang efektif untuk memberantas penyakit.
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ABSTRAK
Infeksi karena Enterobacteria bertanggung jawab atas kerugian yang signifikan dalam
industri unggas dan merupakan penyebab paling sering penolakan karkas di rumah jagal.
Antibiotik dapat berkontribusi untuk mengurangi infeksi bakteri. Penggunaannya telah
meningkat dalam beberapa tahun terakhir.
Di Aljazair barat, 150 galur enterobacteriaceae komensal diisolasi (termasuk 101
Escherichia coli, 27 Proteus mirabilis, 13 Enterobacter kloaka, 9 Klebsiella pneumonae) dari
asal yang berbeda di barat Aljazair. Serotipe 51Escherichia coli strain menunjukkan bahwa
28% dari serogrup mereka milik serogrup Avian Pathogenic Escherichia coli (APEC): O1 (28
%), O78 (14%), O2 (6%), O78 dan 52% tidak dapat diketik.
Kerentanan in vitro terhadap antimikroba ditentukan dengan uji difusi cakram. Sebagian
besar isolat resisten terhadap betalaktam, kuinolon, tetrasiklin, trimetoprim
sulfametoksazol.Escherichia coli strain menyajikan tingkat resistensi yang tinggi: asam
nalidiksat 84%, flumequin 94%, enrofloxacin 86%, Tetracycline 92%,
Trimethoprim/sulfamethoxasol 91%, Amoksisilin 92%, cefalotin 80%. Proteus mirabilis,
Enterobacter cloacae dan Klebsiella pneumonia (berturut-turut) menunjukkan resistensi
terhadap asam nalidiksat (81, 77, 100%), flumequin (81, 84, 100%), enrofloxacin (77, 53,
77%), tetrasiklin (100, 84, 77%), trimetoprim sulfametoksazol (74 , 69, 77%), amoksisilin (62,
77, 100%), ceftiofur (44, 61, 55%).
Semua isolat menunjukkan resistensi yang rendah terhadap colistine, furane,
Amoksisilin/asam  klavulanat, gentamisin, kloramfenikol dan neomisin, dengan
pengecualian Proteus mengisolasi yang tadi...
Semua isolat resisten terhadap setidaknya dua antibiotik, 63% hingga 6 antibiotik dan 4%
hingga 11 antibiotik. Untuk tes PCR, Tidak ada gen kuinolon resistensi antimikroba yang
terdeteksi setelah pengujian 20E. coli terisolasi.
Tingginya tingkat resistensi antimikroba pada isolat bakteri mungkin memiliki implikasi
besar bagi kesehatan manusia dan hewan dengan implikasi ekonomi yang merugikan.
KATA KUNCI: E.coli, antibiotik, antibiogram, ayam, PCR.

1. PERKENALAN
Infeksi Enterobacteria bertanggung jawab atas kerugian ekonomi yang besar dalam
industri unggas. Meskipun resistensi meningkat, profilaksis dan antibioterapi tetap menjadi
satu-satunya cara untuk melawan bakteri ini.
Resistensi bakteri terhadap agen antimikroba merupakan masalah yang semakin
penting dalam praktik medis [1]. Penyebaran bakteri resisten telah menyebabkan
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peningkatan mortalitas dan morbiditas yang cukup besar serta biaya pengobatan [2].
Konsentrasi tinggi mikroba ini di saluran pencernaan mendukung pertukaran dan
penyebaran gen resistensi [3, 4].

Pekerjaan ini dilakukan untuk memperkirakan resistensi antimikroba dari isolat
Enterbacteria dari ayam di Aljazair barat.

2. BAHAN-BAHAN DAN METODE-METODE

2.1 Lokasi dan Prosedur Pengambilan Sampel

Penelitian dilakukan di Aljazair bagian barat (Mostaganem, Mascara, Tiaret, Tlemcen,
Ain Temouchent dan Sidi Bel Abess) dari September 2010 sampai Juli 2015. Sampel untuk
isolasi meliputi permukaan (soil swabbing, dinding dan langit-langit), telur dan kotoran.

Sampel disemai langsung pada agar bromocresol purple (BCP) Mc Conkey Sorbitol
dan diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C.

Identifikasi makroskopis dan mikroskopis (Bacilli Gram dengan silia peritrichous), tes
biokimia dan sistem indeks profil analitis 20E (Biomerieux, Prancis) dilakukan menurut
Quinn [5].

2.2 Serotipe

Lima puluh E. coli isolat dari wilayah Tlemcen, Ain Temouchent dan Sidi Bel Abess
dilakukan serotipe dengan  uji aglutinasi menggunakan antiserum spesifik yang
dibangkitkan terhadap antigen O1:K1, O2:K1, dan O78 (Biovac, France) menurut Finazzi et
al. [6].

2.3 Antibiogram:

Sensitivitas antibiotik ditentukan dengan metode difusi cakram [7] pada media
padat Mueller-Hinton (Institut Pasteur, Aljazair) sesuai dengan pedoman CLSI [8]. Cakram
kertas standar berisi antibiotik yang digunakan di Aljazair (tabel 1) diletakkan di atas media.
Pelat diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37 ° C dan diameter zona hambat ditafsirkan
dengan mengacu pada tabel bacaan Enterobakteri seperti yang direkomendasikan oleh
Komite Antibiogram dari Masyarakat Perancis untuk Mikrobiologi [9].

Tabel 1 : Cakram antibiotic

keluarga Antibiotik + Disk charge (ug) Sigle Asal
Betalaktam Amoksisilin (10) AMX Bioanalisis, Prancis,
Amoksisilin/asam klavulanat (20+30) AMC Bioanalisis, Prancis,
Ceftiofur (30) EFT Oksoid, Angleterre
Sefalosporin Sefalotin (30) KF Oksoid, Angleterre
Neomisin (30) tidak Bio-rad, Prancis
Aminosida Gentamisin (10) CN Bioanalisis, Prancis,
Sulfamid Trimetoprim/sulfametoksasol (1,25) SXT Bioanalisis, Prancis,
Tetrasiklin Tetrasiklin (30) TE Bio-rad, Prancis
Asam nalidiksat (30) tidak Bio-rad, Prancis
kuinolon Flumequin (30) UB Bio-ra, Prancis
Enrofloksasin (5) ENR Bioanalisis, Prancis,
Polipeptida Kolistin (10) CT Oksoid, Angleterre
Furan Nitrofurantoin (300) FT Himmedia, Indonesia
Fenikol Kloramfinikol (30) C Bioanalisis, Prancis,

2.4 Deteksi gen resisten antibiotik
Multipleks reaksi berantai polimerase dengan primer oligonukleotida spesifik
digunakan untuk menguji terjadinya gen resisten antibiotik pada 20 E. coli isolat
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dikonfirmasi yang menunjukkan resistensi terhadap asam nalidiksat, flumequin dan
enrofloxacin.

DNA strain resisten kuinolon dari E. coli diekstraksi dengan metode perebusan sesuai
pedoman [10]. amplifikasi PCR darignr gen (qnrA, qnrB, qnrS) dilakukan dengan primer
tertentu. Produk PCR dianalisis dengan elektroforesis dalam gel agarosa 1%, yang
mengandung ehidium bromida (1 g/ml) yang disangga dengan Tris-borat-EDTA (0,1%).
Produk PCR dipisahkan dengan elektroforesis pada gel agarosa (1%).

3. HASIL DAN PEMBAHASAN:

Di Aljazair barat, 150 galur Enterobacteriaceae diisolasi menurut prosedur
bakteriologis biasa. Escherichia coli mewakili 67,33% dari strain ini (N = 101) dan Proteus
18% (N = 27) (tabel 2).

Tabel 2: Distribusi menurut asal

Telur, Kotoran, T ayam Total

Permukaan Nb (%) Nb (%) Nb (%) Nb (%)
E.coli 20 (13,33) 63(42) 17 (11,33) 101 (67,33)
Proteus 09 (06) 09 (06) 09 (6) 27 (18)
Enterobakter 05 (3.33) 02 (1.33) 06 (4) 13 (8,66)
Klebsiella 05 (3.33) 03 (02) 02 (1.33) 09 (06)
Total 39 (26) 77 (51,33) 34 (22,66) 150 (100)

E. coli dominan (67%) diikuti oleh Proteus (18%), mengungkapkan bahwa E. coli
adalah yang paling luas bakteri dalam pemeliharaan unggas sesuai dengan Yehezkiel et al.
(11) dan Santos et al.. (12) yang melaporkan dominasi yang sama dengan tingkat masing-
masing 80% dan 44% pada unggas.

Selain itu, Enterobacteria sering diisolasi di laboratorium bakteriologi, di antaranya
E. coli merupakan spesies yang paling sering ditemukan [4; 13].

3.1 Serotipe

Di antara isolat 28%, 6% dan 14% masing-masing milik O1, O2 dan O78 patogen
unggas. Namun, 52% isolat tidak dapat diketik karena keragaman serologisnya atau
merupakan serotipe lain; O35, O88, O136. Sebaliknya, Seifi et al. (14) menemukan bahwa
078 dan O1 adalah serotipe yang dominan.

3. 2 Antibiogram
Resistensi ~ bakteri dicatat untuk setiap antibiotik yang diuji (kecuali Klebsiella untuk
gentamisin) (tabel 3).

Tabel 3: Frekuensi resistensi antimikroba (%)

Regangan tidak UB ENR TE SXT AMC AMX KF EFT CcT idak CN FT C

E. coli 84* 94* 86 92 91 17 92% 80* 41 21 27* 03 16 05
Proteus 81 81 77 100 74 85 62 03 44 74 62 14 96 62
Enterobakter 77 84 53 84 69 15 77 15 61 23 15 07 15 15
Klebsiella 100 100 77 88 77 22 100 22 55 11 22 00 55 22

NA: Asam nalidiksat; UB : Flumequin; ENR : Enrofloxacin; TE : Tetrasiklin; SXT : Trimetoprim/sulfametoksasol; AMC : Amoksisilin/asam
klavulanat; AMX : Amoksisilin; KF : Sefalotin; EFT : Ceftiofur; CT : Colistin; N : Neomisin; CN : Gentamisin; FT: Nitrofurantoin; C.
Kloramfinikol.

* Resistensi mikroba dinilai pada 51 isolat
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Semua isolat menunjukkan resistensi yang rendah terhadap colistine, furane,
Amoksisilin/asam  klavulanat, gentamisin, kloramfenikol dan neomisin, dengan
pengecualian Proteus isolat yang lebih peka terhadap gentamisin

Meskipun kloramfenikol dan gentamisin dilarang dalam kedokteran hewan di
Aljazair, resistensi rendah yang diamati menunjukkan penggunaan yang tidak sah tetapi
jarang (karena seringkali lebih murah dan lebih mudah diakses oleh sebagian besar
populasi). Atau, mereka bisa menjadi mutan spontan yang resisten terhadap antibiotik ini
[15]. Frekuensi ini tampaknya tinggi dan memungkinkan pembagian antibiotik menjadi dua
kelompok; kelompok pertama termasuk antibiotik yang tingkat resistensinya tinggi:

- Untuk  E.coli, flumequin (94%),  Tetrasiklin  dan  Amoksisilin  (92%),
Trimethoprim/Sulfamethoxazole (91%), Enrofloxacin (86%), cefalotine (80).

- Untuk Proteus: tetrasiklin (100%), furan (96%), Amoksisilin (85%), asam nalidiksat dan
flumequin (81%), Enrofloxacin (77%), Trimethoprim/Sulfamethoxazole dan colistine (74%),

- Untuk Enterobakter : flumequin dan Tetrasiklin (84%), asam nalidiksat dan Amoksisilin
(77%), Trimetoprim/Sulfametoksazol (69%),

- Dan akhirnya ke Klebsiella : 100% tahan terhadap asam nalidiksat, flumequin dan
Amoksisilin,  Tetrasiklin ~ 88%  dan  77%  terhadap Enrofloxacin ~ dan
Trimethoprim/Sulfamethoxazole. Klebsiella masuk akal untuk gentamisin. Kelompok
kedua terdiri dari antibiotik dengan resistensi rendah:

- Untuk E.coli amoksisilin/asam klavulinat, colistin gentamisin, nitrofurantoin dan
kloramfenik.

- Proteus; sefalotin dan neomisin

- Enterobakteri; amoksisilin/klavulinat, sefalotin, neomisin, gentamisin, nitrofurantoin,
kloramfinikol

- Klebsiella : kolistin dan gentamisin.

Gentamycin dan chloramphenicol dilarang di Aljazair; resistensi yang diamati dapat
dijelaskan oleh penggunaan antibiotik yang tidak sah yang menyebabkan bakteri ini
mengembangkan resistensi atau persistensi yang lebih tua. Dibandingkan dengan karya
lain di wilayah yang sama, tingkat resistensi antimikroba dari antimicrobialE. coli dalam
jangka waktu saat ini tampaknya mengungkapkan peningkatan perkembangan resistensi
untuk beberapa antibiotik. Memang, untuk tiga antibiotik, tetrasiklin, enrofloxacin dan
trimethoprim/tulfaméthazone, itu lulus masing-masing dari 82%, 14% dan 42% [16] menjadi
87%, 45% dan 70% [17] daripada 90,4%, 69,3% dan 70,2 % pada tahun 2010 [18] untuk
mencapai tingkat luar biasa 92%, 86% dan 91% dalam penelitian ini.

Hasil kami lebih tinggi daripada yang dilaporkan di Aljazair Timur pada tahun 2014 untuk
trimetoprim-sulfmetoksazol dan enrofloksasin (82%) tetapi resistensi terhadap tetrasiklin
dilaporkan lebih tinggi (100%) [19].

Demikian juga, resistensi antibiotik terhadap amoksisilin, flumequin, asam nalidiks,
amoksisilin, dan sefalotin juga sangat tinggi. Fenomena ini dapat dijelaskan dengan
semakin banyaknya penggunaan antibiotik tersebut serta keragaman mekanisme
resistensi bakteri.

Resistensi terhadap colistin diturunkan dari 3%, 5,5%, 13%, Hammoudi [16], Messai [19] dan
Benameur et al. [18] masing-masing menjadi 21% dalam penelitian ini. Resistensi yang
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rendah ini dapat dijelaskan dengan penggunaan moderat dari pengobatan ini di satu sisi
dan fakta bahwa mutasi kromosom yang menyebabkan resistensi pada colistin jarang
terjadi [20].

Mengenai Proteus, resistensi yang tinggi tercatat terutama untuk tetrasiklin (100%) sesuai
dengan Nahar et al. (21) yang melaporkan tingkat 94,4% di Bangladesh. Tingkat resistensi
yang sangat tinggi dariProteus strain tetrasiklin, nitrofurantoin dan kolistin mungkin karena
resistensi alami.

Ada banyak penelitian tentang sensitivitas antimikroba pada Proteus pada manusia tetapi
pada unggas, tidak ada data yang tersedia [22]. Resistensi bakteri lebih tinggi untuk
kuinolon (asam nalidiksat dan flumekuin (81%), enrofloxacin (77%).Hasil ini lebih rendah
daripada yang diperoleh (93%) oleh Nemati [22] di Iran tetapi lebih tinggi dari yang
dilaporkan di Bengladesh [21] dan juga dapat dijelaskan dengan tingginya tingkat
pemanfaatan antibiotik ini yang banyak tersedia di pasar Aljazair.

Di tingkat Mediterania, tingkat resistensi yang tercatat dalam penelitian kami tetap tinggi
dibandingkan dengan yang terdaftar di Maroko; 88% menjadi amoksisilin, 67% menjadi
trimetoprim/sulfametoksazol dan 76% menjadi enrofloxacin [23].

Seperti halnya trimetoprim/sulfametoksazol (74%), antibiotik banyak digunakan dalam
pengobatan salmonellosis dan selama koksidiosis apa yang bisa menjadi asal mula transfer
resistensi.

Perbedaan ini dapat dihubungkan dengan perbedaan frekuensi penggunaan antibiotik ini
untuk mengobati atau mencegah penyakit.

Tingkat resistensi mikroba ini, yang mencerminkan pentingnya penggunaan obat-obatan
ini dalam peternakan unggas, patut dicatat.

Resistensi yang cukup besar diamati terhadap Beta-laktam (amoksisilin/asam klavulanat
(85%) dan amoksisilin (62 %), jauh lebih unggul daripada yang (16%) yang diperoleh Nahar
et al.21 Munculnya resistensi terhadap -laktam antibiotik mengganggu, karena -laktam
sering tetap menjadi pilihan khas oleh dokter dalam mengobati berbagai infeksi yang
disebabkan oleh Proteus sp. [24].

Tingkat resistensi yang tinggi diamati terhadap kuinolon (asam nalidiksat 77% dan 100%,
flumekuin 84% dan 100%), enrofloxacin (53% dan 77%), tetrasiklin (84%, 88%),
trimetoprim/sulfametoksazol (69% dan 77%) dalam Enterobakter dan Klebsiella masing-
masing. Ini semua perawatan yang sudah rutin dilakukan untuk merawat ayam dari
penyakit bakteri.

Tingkat enrofloxacin kurang penting dibandingkan kuinolon lainnya; itu adalah generasi
baru yang memimpin munculnya antibioresistance secara bertahap. Semakin banyak bukti
ilmiah menunjukkan bahwa bakteri resisten ini, termasuk patogen, dapat ditransfer ke
manusia melalui rantai makanan [25].

Karena resistensi alami, semua isolat resisten terhadap amoksisilin. Resistensi yang kurang
penting diamati pada ceftiofur (61%, 55%) diEnterobakter dan Klebsiella masing-masing.
Serta resistensi yang rendah terhadap colistin menyebabkan penggunaan moderat dan
untuk kloramfenikol, gentamisin dan furan, molekul yang tidak digunakan dalam
kedokteran hewan

obat.
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Semua strain Enterobacteria yang diisolasi memiliki setidaknya dua resistensi terhadap
antibiotik ini, 95% hingga setidaknya 4 antibiotik dan 4% sampai 11 antibiotik (tabel 4).

Tabel 4: Strain dari Enterbacterea multiresisten

Nb <2 - 3 4 5 6 - 8 9 10 11
antibiotik
% 00 1.33 3.33 18 14 11.33 10 15.33 1l= 26 7.33 4

Hasil ini mendekati yang dilaporkan di Senegal di mana semua strain resisten terhadap
setidaknya satu antibiotik [26] dan di Nigeria setidaknya tiga antibiotik [27]. Penggunaan
antibiotik dapat menjadi faktor penting dalam munculnya seleksi kemunculan dan
penyebaran bakteri resisten dalam kedokteran hewan. Multiresistensi mungkin karena
pengobatan sendiri oleh peternak dan molekul bergantian sebelum perawatan pertama
membuahkan hasil. Tidak ada kepentingan yang melekat pada penundaan pemrosesan.
Memang, banyak antibiotik sering diberikan secara bersamaan untuk profilaksis atau
infeksi. Hal ini menunjukkan bahwa penyalahgunaan dan penggunaan antibiotik yang
sembarangan mungkin merupakan awal dari tingginya insiden resistensi dan
multiresistensi antibiotik.

3.3 Gen resistensi

Tidak ada gen resistensi antibiotik kuinolon yang terungkap dalam pengujian E. coli
terisolasi. Hal ini dapat dijelaskan oleh fakta bahwa primer yang digunakan tidak
memungkinkan skrining semua varian yang dijelaskan sejauh ini dan rendahnya jumlah
isolat yang diperiksa [24]. Selain itu, gen lain dari resistensi plasmid dalam kuinolon baru-
baru ini dijelaskan qnr C dan qnr D dan yang tidak dapat diamplifikasi oleh primer ini [28;
29]. Honoré dkk. [30] melaporkan prevalensi galur gqnr-positif secara global sebesar 0,7%
hingga 1,8% di antara galur ESBL dan 0% pada galur no-ESBL yang resisten kuinolon.

Pada tahun 1998, mekanisme baru resistensi kuinolon dijelaskan dalam strain Amerika
Utara dari . K pneumonia [31]. Hebatnya, resistensi ini adalah plasmid yaitu dapat ditransfer
dari strain enterobacteria di strain lain. Lokalisasi pada elemen seluler DNA ini, menjelaskan
hubungan gen tipe qnr ini dengan gen yang mengkode resistensi terhadap keluarga
antibiotik lain. Memang, tipe liarE. coli galur yang membawa pMG252 berlapis ke agar yang
mengandung asam nalidiksat atau siprofloksasin 100 kali lebih mungkin menimbulkan
mutan resisten spontan daripada galur bebas plasmid [32]. Selain itu, ditunjukkangnr gen
memberikan tingkat resistensi kuinolon sedang, tetapi dapat memfasilitasi pemilihan
mutan yang menunjukkan resistensi tingkat tinggi [33]. Setelah diidentifikasi di Amerika
Serikat, mekanisme resistensi ini ditemukan di lebih banyak strain Amerika Utara [34];
beberapakE. coli strain di Cina [28] dan baru-baru ini di E. coli strain dari Korea Selatan [35].

4. Kesimpulan

Enterobacteriacae dan khusus Escherichia coli umumnya digunakan sebagai bakteri
indikator untuk surveilans dan pemantauan munculnya resistensi antimikroba. Temuan
penelitian kami menunjukkan tingkat resistensi yang tinggi, yang lebih penting, munculnya
resistensi terhadap generasi baru antimikroba (enrofloxacin) dan resistensi multidrug,
adalah panggilan untuk perhatian.
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Kami mendalilkan banyak faktor, seperti, automedication peternak, penggantian antibiotik
sebelum  antibiotik pertama  memiliki kesempatan untuk menghasilkan hasil, dan
penggunaan antibiotik yang berat tanpa tes antibiogram sebelumnya, pada usia yang
berbeda di kandang unggas.

Tingkat yang mengkhawatirkan dari resistensi antimikroba individu dan beberapa pada
isolat bakteri dari ayam mungkin memiliki implikasi besar bagi kesehatan manusia dan
hewan dengan implikasi ekonomi yang merugikan. Ini merupakan bahaya kesehatan
masyarakat karena kemungkinan penularan patogen potensial ini ke manusia melalui
kontak dan konsumsi zat makanan yang terkontaminasi. Hal ini dapat menyebabkan
penyebaran yang signifikan dari bakteri resisten antibiotik; obat-obatan yang digunakan
untuk mengobati penyakit manusia akan menjadi kurang efektif, dan ini merupakan
ancaman yang sangat signifikan bagi kesehatan masyarakat.

Temuan kami menuntut sistem pengawasan ketat untuk dikembangkan di Aljazair untuk
pemantauan resistensi antimikroba dan biosafety di P. mirabilis dan patogen lain yang
ditemukan dalam produk unggas Ada banyak penelitian tentang sensitivitas antimikroba
pada Escherichia coli pada sampel unggas Aljazair tetapi, pada Enterobacteria komensal
lainnya, tidak ada lagi data yang ditemukan. Kami berharap bahwa temuan penelitian kami
akan memberikan kontribusi untuk melayani sebagai informasi dasar untuk yang masa
depan.

Ucapan Terima Kasih
Kami berterima kasih kepada Dr. C. Brown (UGA, Athena) untuk meninjau naskah.
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Abstrak.Sapi Bali memiliki potensi yang sangat baik untuk pasokan daging dan anak sapi,
karena mereka memiliki kemampuan beradaptasi yang baik dengan sifat reproduksi yang
berkualitas baik. Namun, sifat reproduksi yang baik terancam oleh penyakit yang disebabkan
oleh bakteri. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui jumlah dan jenis bakteri pada vagina sapi
Bali yang estrus dan bunting. Sampel menggunakan swab vagina dari 30 sapi. Sampel terdiri dari
10 swab dari sapi non-estrus dan tidak bunting (kontrol / normal), 10 swab dari sapi estrus, dan
10 swab dari sapi bunting. Setelah swab dilakukan menggunakan cotton bud, hasil swab
disimpan di media transport Stuart. Sampel ditanam dalam media darah untuk diidentifikasi dan
jumlah koloni dihitung, kemudian dilanjutkan dengan pewarnaan Gram dan tes biokimia
kemudian hasilnya disajikan secara deskriptif. Hasilnya adalah jumlah tertinggi koloni sapi
estrus (1034 koloni), dibandingkan dengan sapi non-estrus dan non-bunting (407 koloni) dan
bunting (376 koloni). Jenis bakteri ini didominasi oleh Klebsiella sp. (42,85%), Eschericia coli
(28,7%), Streptococcus sp. (14,28%) dan Bacillus sp. (14,28%).

Kata kunci: Bakteri, Sapi Bali, Vagina Swab

L. PENDAHULUAN di Bali dan Indonesia pada umumnya. Ini

karena sapi Bali sangat bagus potensi

Sapi Bali (Bos sondaicus, Bos pasokan daging dan anak sapl Karcena

k iliki k tasi
javanicus, Bos / Bibosbanteng)  adalah mereka memiliki kemampuan  beradaptasi

yang baik dengan sifat reproduksi yang baik
[7].

salah satu jenis sapi yang penting bagi

pengembangan dukungan industri pariwisata
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Namun, sifat reproduksi yang baik ini
terancam oleh penyakit yang disebabkan
oleh bakteri. Salah satu akibat dari infeksi
bakteri adalah aborsi. Aborsi adalah masalah
utama bagi petani karena kehilangan janin
yang kadang-kadang diikuti oleh penyakit
rahim dan kemandulan yang
berkepanjangan. = Menurut [9], agen
penyebab aborsi diklasifikasikan ke dalam
beberapa kelompok, yaitu fisik, genetik,
nutrisi, kimia, obat, keracunan, hormon, dan
penyakit. Sedangkan penyakitnya umumnya
disebabkan oleh bakteri, virus, jamur dan
protozoa. Infeksi bakteri sangat merugikan
sapi Bali, dalam hal ini bakteri dalam
saluran reproduksi sapi betina, pada saat
estrus di mana sapi siap dikawinkan dan saat

bunting yang mampu menyebabkan aborsi.

Karena itu,
I1 BAHAN DAN METODE

Penelitian dimulai pada bulan Mei
2019, sampel diambil di Sobangan Desa,
Badung, Bali. Kemudian sampel diperiksa di
Laboratorium Bakteriologi dan Mikologi di
Fakultas Kedokteran Hewan, Universitas

Udayana. Sampel diambil menggunakan
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swab vagina dari 30 sapi. Sampel terdiri dari
10 swab dari sapi non-estrus dan tidak
bunting (kontrol / normal), 10 swab dari sapi
estrus, dan 10 swab dari sapi bunting.
Setelah swab dilakukan menggunakan
cotton bud, hasil swab disimpan di media
transport Stuart. Sampel ditanam dalam
media darah untuk diidentifikasi dan jumlah
koloni dihitung, kemudian dilanjutkan
dengan pewarnaan Gram dan tes biokimia
kemudian

hasilnya  disajikan  secara

deskriptif.

ITI. HASIL DAN DISKUSI

Jumlah koloni yang tumbuh paling banyak
adalah sapi atestrus, ini berbanding terbalik
dengan wahyu [6], di mana hasil penelitian
menunjukkan bahwa selama estrus di mana
hormon estrogen mendominasi selama fase
folikel, ada peningkatan migrasi leukosit ke
lumen uterus dengan demikian
meningkatkan aktivitas bakterisida. Tetapi
hasil yang berlawanan diperoleh dalam
penelitian [2], di mana bakteri diisolasi
selama fase folikuler (proestrus dan estrus)
hanya 22,47% dibandingkan dengan fase

luteal
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(metestrus dan diestrus) yaitu 77,53% dari siklus estrus.

jumlah total bakteri dalam keadaan normal

Tabel 1. Jumlah Koloni yang Tumbuh di Media yang Diambil dari Sapi Normal dan bukan
Estrus (Kontrol)

Sampel Jumlah Koloni

Al 33

A2 99

A3 40

A4 10

A5 10

A6 95

A7 39

A8 20

A9 93

A10 31
Total Koloni 470
Rata-rata 47

Tabel 2. Jumlah Pertumbuhan Koloni di Media yang Diambil dari Sapi yang Bunting

Sampel Jumlah Koloni
B1 36
B2 12
B3 33
B4 29
B5 54
B6 11
B7 6
B8 36
B9 60

B10 99
Total Koloni 376
Rata-rata 37,6
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Tabel 3. Jumlah Pertumbuhan Koloni di Media yang Diambil dari Sapi Anestrus

Sampel Jumlah Koloni
El 11
E2 55
E3 181
E4 110
ES 60
E6 47
E7 176
ES8 106
E9 190
E10 98
Total Koloni 1034
Rata-rata 103.,4

Tabel 4. Jenis Bakteri dan Persentase Bakteri pada Sampel

Bakteri

Persentase (%)

Eschericia coli
Streptococcus sp.
Klebsiella sp.
Bacillus sp.

28,7
14,28
42,85
14,28

Jumlah terkecil koloni bakteri dalam
penelitian ini ditunjukkan oleh sapi Bali
bunting, ini konsisten dengan penelitian [6],
di mana sapi yang memiliki usia
kebuntingan 3 bulan berhasil diisolasi oleh
bakteri hanya 12,94% dari total isolat
bakteri, kemudian semakin besar usia
kebuntingan, jumlah bakteri yang berhasil
diisolasi lebih sedikit di mana pada usia
kebuntingan 6 bulan, hanya 11,18% yang

berhasil diisolasi dan pada usia 9 bulan

MAJALAH EDISI 7 TAHUN 2021, JUNI 2021

hanya 8,82% dari total isolat berhasil
diisolasi. Ini ditambahkan oleh [6] di mana
jumlah isolat yang berhasil diisolasi lebih
banyak  diperoleh pada wusia awal
kebuntingan (42,08%) dibandingkan dengan
usia akhir kebuntingan (15,83%).

Empat jenis bakteri yang tumbuh
adalah bakteri yang sering ditemukan di area
vagina sapi, menurut [4] flora mikroba dari

sapi yang sehat.
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saluran reproduksi terdiri dari kombinasi mikroorganisme aerob, anaerob fakultatif, dan
anaerob wajib. Lactobacilli ditemukan hadir dalam jumlah rendah dalam mikrobiota
vagina sapi; selain itu, Enterobacteriaceae adalah salah satu populasi yang dominan [5].
Ini konsisten dengan hasil penelitian yang dilakukan yaitu Klebsiella sp.
Enterobacteriaceae, dan jumlahnya paling dominan di antara bakteri lain. Kemudian
bakteri dominan ditemukan selain Klebsiella sp. adalah E.Coli, yang menurut penelitian
[1] E. coli adalah flora normal yang paling umum ditemukan pada sapi. Ini tidak
mengherankan karena sanitasi, kondisi lingkungan, sistem pemuliaan dan kondisi umum
hewan mempengaruhi kolonisasi rasio bakteri pada vagina [8].

Menurut [6] pada fase folikuler (proestrus dan estrus) bakteri yang paling sering
diisolasi adalah Bacillus Spp. (22,58%) diikuti oleh Corynebacterium
Spp., Staphylococcus Spp. dan Streptococcus Spp. (masing-masing 19,35%), E. coli dan
Salmonella (masing-masing 6,45%), dan jamur Micrococcus dan vaginal (masing-masing
3,23%), menunjukkan hasil bakteri yang berhasil diisolasi 18,24% dari 170 bakteri yang
diisolasi. Pada fase luteal (metestrus dan diestrus) bakteri yang paling dominan
adalah Staphylococcus Spp. (19,05%) diikutioleh  Corynebacterium Spp. (14,29%),
Bacillus Spp., E. coli dan Streptococcus Spp. (Masing-masing 11,90%), Micrococcus
(9,52%), Salmonella (7,14%), dan Klebsiella, Proteus dan jamur vaginal (masing-
masing 4,76%), bakteri yang berhasil diisolasi adalah 24,71% dari total 170 bakteri
isolat. [3] berhasil mengisolasi E. coli (17,7%), Klebsiella Spp. (5,81%), Staphylococcus
(12,79%), dan Bacillus Spp. (9,30%) dari 40 sampel sapi bunting. Hasil penelitian kami
adalah beberapa bakteri yang berhasil kami isolasi menunjukkan hasil yang sama pada
penelitian dari [6] dan [3], di mana kami berhasil mengisolasi Klebsiella sp.for 42,85%,
diikuti oleh Eschericia coli selama 28, 7%, dan masing-masing dari Streptococcus
sp.type dan Bacillus sp. 14,28% dari 30 sampel, semua bakteri ini selalu muncul jika

dilihat dari beberapa penelitian lain.
V. KESIMPULAN

Jumlah koloni terbesar tumbuh di media yang spesimen diambil dari estrus Sapi Bali
melalui swab vaginal, berjumlah 1034 koloni, dengan rata-rata 103,4 koloni per sampel.
Jumlah koloni itu tumbuh kadang bervariasi dengan setiap studi, tetapi pada umumnya
bakteri yang dapat diisolasi di dalam fase folikuler (proestrus dan estrus) adalah kurang dari
fase luteal (metestrus dan diestrus) atau bisa dikatakan tidak bunting dan fase fase, lalu
jumlah bakteri yang dapat diisolasi pada sapi bunting berkurang dengan bertambahnya usia

kebuntingan.
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Bakteri yang tumbuh mendominasi oleh Klebsiella sp. untuk 42,85% dari 30
sampel, diikuti oleh Eschericia colifor 28,7%, dan masing-masing Streptococcus sp tipe
dan Bacillus sp. sebesar 14,28%. Dari beberapa penelitian yang tekah dilakukan, bakteri

yang sama juga muncul, tetapi dengan berbeda persentase.
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Abstrak

Trichostatin A (TSA) menginduksi hyperacetilasi histone oleh deacetylase histon dan
akibatnya menghambat ekspresi gen meningkat. Hipotesis adalah bahwa suplementasi TSA selama
kultur in vitro (IVC) dari embrio sapi akan meningkatkan tingkat blastosis, khususnya di embrio
berkualitas rendah dan betina. Oosit dipupuk secara terpisah dengan spermatozoa X dan Y dan, 70
jam setelah IVF, media IVC dilengkapi dengan 5 nMand 15nM TSA untuk 48 atau 144 h. Inkubasi
embrio betina dengan 5 15nM nMand TSA mengakibatkan peningkatan serupa di tingkat H3K9
asetilasi histon. Namun, untuk melihat efek yang sebanding pada tingkat H3K9 histone asetat pada
embrio jantan, media kultur perlu dilengkapi dengan 15nM TSA (sebagai lawan 5 nMTSA untuk
embrio betina). Perlakuan embrio jantan dan betina dengan 5 nMTSA selama 48 jam atau embrio
betina dengan 5 nMfor 144 h tidak berpengaruh pada tingkat blastosis, meskipun 15nM TSA
dikompromikan perkembangan embrio. Terminal deoxyribonucleotidyl transferase-mediated dUTP-
digoksigenin nick akhir label (TUNEL) mengungkapkan apoptosis assay meningkat pada embrio
betina diperlakukan dengan 5 nM TSA untuk 144 jam, serta pada embrio jantan dan betina
diperlakukan dengan 15nMTSAfor 48 jam, tapi ini peningkatan apoptosis tidak diamati dalam embrio
lowquality. Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa perlakuan TSA mempromosikan hyperacetilasi
histone, tetapi tidak memiliki efek menguntungkan pada produksi in vitro embrio sapi jantan dan
betina selama pengembangan praimplantasi.

Pengantar

Meskipun IVF telah didirikan di sapi sejak tahun 1980-an (Brackett ef al.,. 1982), hasil yang
diperoleh secara in vitro masih jauh lebih rendah dibandingkan yang diperoleh secara in vivo.
Meskipun tingkat pembelahan tinggi untuk oosit sapi matang dan dibuahi in vitro, hanya 25-40% dari
zigot berkembang ke tahap blastosis (Lonergan 1994). Selain itu, dalam kultur in vitro (IVC)
meningkatkan proporsi embrio jantan, yang berkembang lebih cepat (Avery et al, 1992.) dan
mencapai tahap blastosis lebih sering (Xu et al., 1992.).

Selama tahap awal embrio sapi, blastomer menggunakan maternal diwariskan komponen
untuk sintesis protein (Lonergan ef al., 2003.) dan aktivasi genom embrio hanya terjadi selama transisi
dari delapan sampai tahap 16-sel (et al., Badar. 2007). Transisi ibu-zigotik sangat penting untuk
aktivasi sejumlah besar gen, sehingga mencapai suatu pola ekspresi gen yang kompatibel dengan
perkembangan embrio dan diferensiasi (Schultz 2002).

Tingginya angka kematian embrio diamati setelah IVF di sapi mungkin terkait dengan
penangkapan perkembangan selama masa transisi dari siklus sel keempat kelima (Memili dan First
2000) sebagai akibat dari ketidakmampuan embrio untuk memodifikasi struktur kromatin represif dan
untuk mengaktifkan transkripsi gen penting bagi perkembangan (Betts dan King 2001). Selain itu,
embrio IVF yang memperoleh transkripsi aktif dapat hadir epigeneticmodifications berubah kromatin
(Enright ef al., 2003a.) yang menghasilkan profil transkripsi gen yang berbeda antara embrio sapi
yang diproduksi in vitro dan in vivo (Wrenzycki et al.,. 2004). Beberapa gen disajikan pada tingkat
yang rendah dalam embrio IVF, seperti transkrip terkait dengan pemadatan dan kavitasi (Wrenzycki
et al.,,. 1996), stres adaptasi (Rizos et al, 2002.), metabolisme embrio (Bertolini ez al, 2002.) dan
kromosom X inaktivasi (Wrenzycki et al., 2002.). Fungsi-fungsi ini dapat ditingkatkan pada embrio
IVF oleh upregulation gen masing-masing. Trichostatin A (TSA) adalah molekul yang
mempromosikan peningkatan global dalam ekspresi gen (Johnstone 2002) dan, sehingga, TSA dapat
mempengaruhi profil transkripsi gen diekspresikan pada tingkat yang rendah di in vitro-diproduksi
(IVP) embrio, meningkatkan ekspresi ini lebih dekat ke tingkat normal gen.

Peningkatan ekspresi gen juga dapat membantu embrio berkualitas rendah, termasuk embrio
betina perlahan-lahan berkembang, untuk mengatasi penindasan kromatin dan untuk mencapai pola
ekspresi gen yang kompatibel dengan pengembangan lebih lanjut. Renovasi kromatin memainkan
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peran dalam regulasi ekspresi gen di embrio praimplantasi (Patterton dan Wolffe 1996). Di antara
modifikasi epigenetik, asetilasi histon berhubungan dengan ekspresi gen meningkat dengan
mengizinkan akses faktor transkripsi untuk (Schubeler et al,., 2004.) DNA. Setelah pembuahan,
embrio ismethylated genom dan gen disajikan pada tingkat yang sangat rendah (Dean et al., 2001.).
Asetilasi histon puncak pada saat aktivasi genom embrio, kompatibel dengan kenaikan keseluruhan
tingkat ekspresi gen, sedangkan penurunan tingkat asetilasi terhadap 16 sel dan tahap morula
(Maalouf et al.,. 2008). Asetilasi histon diatur oleh dua enzim utama: (1) asetiltransferase histone
menambahkan kelompok asetil ke ekor histone, menetralkan dan melemahkan mengikat untuk
nukleosom, dan (2) histone deacetylase (HDAC), yang, sebaliknya, menyingkirkan kelompok asetil
dan menyebabkan pemadatan kromatin dan membungkam dari segmen DNA pada situs itu (Johnstone
2002). Studi telah menunjukkan partisipasi HDAC dalam proses asetilasi di blastomer (Ma dan
Schultz 2008). TSA reversibel inhibitsHDAC pada konsentrasi nanomolar, bertindak Kelas onmost 1
dan IT HDAC (Zupkovitz et al., 2006.). Oleh karena itu, TSA mempromosikan hyperacetilasi histone,
mengarah ke peningkatan global pada ekspresi gen.

Tujuan dari studi ini adalah untuk mengevaluasi dampak TSA pada IVP embrio sapi betina
dan jantan. Kami menguji hipotesis bahwa TSA akan meningkatkan tingkat produksi in vitro embrio
dengan meningkatkan tingkat asetilasi histon, terutama di embrio betina, yang lebih sensitif terhadap
kultur in vitro (IVC;. Edwards et al., 2001), dan embrio berkualitas rendah .

Bahan dan metode

Suplemen

Kecuali dinyatakan lain, reagensia dan media kultur dibeli dari Sigma Chemical (St Louis, MO,
USA).

Persiapan dan Pemilihan Oosit

Ovarium sapi dikumpulkan di rumah pemotongan lokal dan diproses 2 jam setelah
pemotongan. Ovarium dicuci di saline (37°C) dan folikel berukuran 3-8mm dengan diameter yang
disedot dengan jarum 18-gauge dipasangkan dengan syringe 20 mL. Cumulus Oosit Compleks
(COCs) menyajikan setidaknya tiga lapisan sel cumulus dan sitoplasma homogen dipilih di bawah
mikroskop stereo. COCs dicuci di HEPES-buffer-TCM 199 (GIBCO BRL, Grand Island, NY, USA)
ditambah dengan 10% serum janin sapi (FBS; Cripion, Andradina, Brazil), 16 piruvat’ mgmL
natrium dan 83,4 mgmL™" amikasin (Instituto Biochimico, Rio de Janeiro, Brazil).

Maturasi In Vitro

Kelompok 15 COCs dialihkan ke drop 100-mL medium yang mengandung sodium
bikarbonat-buffered TCM-199 dilengkapi dengan FBS 10%, 1.0 mgmL™ FSH (Folltropin; Bioniche
Kesehatan Hewan, Belleville, Kanada), 50 mgmL™ gonadotrophin human chorionic (Profasi; Serono,
Sao Paulo, Brazil), 1.0 mgmL™" estradiol, 16 mgmL™" natrium piruvat dan 83,4 mgmL" amikasin,
ditutupi dengan minyak mineral steril (Dow Corning, Midland, MI, USA) dan diinkubasi seclama 24
jam pada 38.5°C dalam suasana 5% CO, di udara di bawah kelembaban jenuh.

Fertilisasi In Vitro

Setelah IVM, sel-sel kumulus yang sebagian dikeluarkan dari oosit oleh pipetting. Kelompok
25 oosit dicuci dua kali dan dipindahkan ke drop 30 mL piruvat laktat albumin Tyrode's (TALP)
medium dengan serum albumin 0,6% sapi (BSA), 10 mgmL 1 heparin, 18 penicillamine mM, 10
hypotaurine mM dan 1,8 adrenalin mM dan ditutupi dengan minyak mineral steril. Sedotan beku
semen dari banteng yang sama bergender dengan sitometri (Lagoa da Serra, Serta ~ ozinho, Brasil)
digunakan. Aliran sperma cytometric sortir berdasarkan perbedaan dalam kandungan DNA adalah
metode terbaik untuk pemisahan spermatozoa X dan Y kromosom-bearing, dengan akurasi sekitar
90% (Seidel et al., 1999;. Hamano 2007). Setiap jerami, mengandung sekitar 2 juta spermatozoa,
telah disentrifugasi secara terpisah pada gradien 45/90 Percoll terputus selama 7 menit pada 3600G.
Pelet itu resuspended di 700 mL medium TALPIVF dan disentrifugasi kembali selama 5 menit pada
520g. Setelah sentrifugasi, 80 mL medium yang mengandung pelet itu dikumpulkan dari bagian
bawah tabung dan homogen dalam tabung kerucut. Suspensi akhir itu dibagi di antara lima drop yang
mengandung oosit pada konsentrasi akhir sekitar 104 spermatozoa untuk setiap oosit. Pelat diinkubasi
pada 38.58C selama 20 jam dalam suasana CO2 5% di udara di bawah kelembaban jenuh.

Kultur In Vitro
Setelah IVF, zigot yang gundul sel kumulus oleh pipetting kuat sebelum kultur dalam cairan
oviducal sintetis (SOF) medium dengan 2,5 FBS% dan 5SmgmL" BSA di 38.5°C dalam CO, 5% di
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udara di bawah kelembaban jenuh. Kelompok 15-20 dugaan zigot dikultur dalam drop 100-mL
sampai waktu perlakuan dengan TSA. Tingkat pembelahan ditentukan 48 jam setelah IVF, sedangkan
pengembangan blastosis dievaluasi 7 hari setelah IVF.

Perlakuan dengan TSA

Embrio dicuci dan dipindahkan pada drop 100 mL medium IVC yang telah disuplementasi
dengan 0 (kontrol), 5 dan 15nM TSA 70 jam setelah IVC. Embrio dikultur pada media yang ditambah
dengan TSA untuk 48 atau 144 jam. Setelah 48 jam, embrio pada kelompok 0 (kontrol), 5 nM dan 15
nM dipindahkan pada drop IVC tanpa penambahan TSA, sedangkan embrio dari kelompok 5 nM
setelah 144 jam dipindahkan ke drop medium IVC segar yang disuplementasi dengan 5 nM TSA.

Imunositokimia dari H3K9 Asetilasi

Setelah 48 jam perlakuan dengan TSA, embrio difiksasi dalam paraformaldehyde 4% selama
1 jam dan disimpan di 48C di phosphatebuffered saline (PBS) ditambah dengan 3% BSA dan 0,5%
Triton X-100 hingga 1 minggu. Tetap embrio diinkubasi dengan larutan blocking (3% BSA dan 0,2%
Tween-20 dalam PBS) selama 1 jam pada suhu kamar. Selanjutnya, embrio diinkubasi dengan
antibodi primer (antibodi mouse H3K9 anti-asetat (H3K9ac) monoklonal; 1: 100) selama 12 jam pada
48C. Embrio itu kemudian dicuci tiga kali dalam PBS selama 10 menit setiap kali sebelum diinkubasi
dengan antibodi sekunder (Cy3-terkonjugasi domba antibodi anti-mouse; 1: 200) selama 2 h. Inti
diwarnai dengan 10 mLmL 1 Hoechst 33342 selama 10 menit. Embrio itu kemudian dicuci tiga kali
selama 10 menit setiap kali dalam PBS dan diperiksa di bawah mikroskop fluoresensi. Reaksi di mana
antibodi primer dihilangkan menjabat sebagai kontrol negatif. Gambar struktur masing-masing yang
diambil dengan kamera AxioCam dan disimpan dengan menggunakan perangkat lunak AxioVision
4.7.1 (Carl Zeiss, Jena, Jerman).

Perbedaan tingkat H3K9ac antara kelompok-kelompok diestimasi oleh menghubungkan skor
asetilasi untuk setiap embrio, mengelompokkan derajat reaktivitas sel sebagai GO baik, GI, dan GII
GIII berdasarkan intensitas respon H3K9ac. Nilai asetilasi akhir untuk setiap embrio dihitung sebagai
(1 x nGI + 2 x nGII + 3 x nGIII) / (nGO+nGI+nGII+nGIII), dimana n adalah jumlah sel.

Pengujian Apoptosis dan Penentuan Jumlah Total Sel Blastosis

Blastosis dievaluasi oleh terminal pengujian deoxyribonucleotidyl transferase-mediated
dUTP-digoksigenin nick end-labelling (TUNEL) (In Situ Deteksi Cell Death Kit, Fluorescein; Roche
Applied Science, Mannheim, Jerman) menurut protokol yang dijelaskan oleh Paula-Lopes dan Hansen
(2002). Secara singkat, blastosis paraformaldehyde-tetap diinkubasi dengan 0,5% Triton X-100 dalam
PBS untuk 30 menit pada suhu kamar. Selanjutnya, embrio dialihkan kepada solusi akhir yang berisi
10 mL larutan enzim (terminal transferase deoxynucleotidyl) dan 90 mL larutan label (fluorescein-
dUTP) dan diinkubasi selama 1 jam pada 38.58C, diikuti dengan inkubasi dengan 50 mgmL 'RNAse
A untuk 1 jam pada suhu kamar. Inti diwarnai dengan 10 mLmL" Hoechst 33342 untuk 10min,
setelah blastosis dicuci tiga kali dalam PBS. Sampel kontrol positif diinkubasi dengan 50 TUmL™
DNAse selama 1 jam sebelum inkubasi dengan larutan enzim-dUTP akhir. Sampel kontrol negatif
diinkubasi tanpa enzim. Jumlah sel apoptosis dan jumlah inti ditentukan di bawah mikroskop
fluoresensi (IX-70, Olympus, Tokyo, Jepang) pada panjang gelombang 330-385 nm (Hoechst 33.342)
dan 420-490 nm (fluorescein).

Jumlah rata-rata jenis kelamin-yang spesifik sel dalam blastosis dihitung dengan
menggabungkan data dari empat kelompok eksperimental. Embrio yang dinilai sebagai kualitas tinggi
jika jumlah sel di atas kualitas rata-rata dan rendah jika jumlah sel di bawah rata-rata.

Analisis Statistik

Perbedaan tingkat blastosis dan apoptosis antara kelompok-kelompok dianalisis dengan uji
Chi-squared (X*) menggunakan software MINITAB, rilis 14.1 (Minitab, State College, PA, USA).
Total jumlah sel dan H3K9ac tingkat dianalisis dengan ANOVA satu arah dan berarti dibandingkan
dengan uji Tukey menggunakan GraphPad Prism 4.0 (GraphPad Prism, San Diego, CA, USA).

Hasil

Awal percobaan yang dilakukan menggunakan semen konvensional (data tidak ditampilkan)
menunjukkan bahwa inkubasi dengan konsentrasi TSA lebih tinggi dari 15nM selama 24 jam adalah
racun bagi kultur embrio. Hanya konsentrasi 5 nM TSA menghasilkan produksi blastosis dekat
tingkat dengan yang diperoleh untuk kultur kontrol bila diterapkan sampai Hari 7 perkembangan (144
jam).
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Pengaruh Perlakuan dengan TSA pada Tingkat H3k9ac

Dua ulangan sesuai dengan 58 jantan dan 77 embrio betina pada Hari 5 pengembangan dan
mengandung antara 10 dan 32 sel (n=18-33 per kelompok eksperimen) dianalisis. Setelah 48 jam
perlakuan dengan TSA, tingkat H3K9ac dalam embrio betina diperlakukan dengan 5 dan 15nM TSA
lebih tinggi dari mereka yang berada di kelompok kontrol (P<0.05) dan tidak ada perbedaan yang
signifikan dalam tingkat H3K9ac antara kelompok perlakuan dengan 5 dan 15nM TSA (P>0.05).
Untuk embrio jantan, perawatan TSA H3K9ac mengakibatkan tingkat lebih tinggi (P<0.05) yang
tergantung konsentrasi, dengan tingkat H3K9ac lebih tinggi di embrio perlakuan dengan 15nM TSA
daripada embrio perlakuan dengan 5 nM (P00.05). Tidak ada perbedaan yang signifikan diamati pada
tingkat H3K9ac antara embrio jantan dan betina diperlakukan dengan konsentrasi yang sama TSA
(P>0.05; Gambar 1.).

Pengaruh Hyperacetylasi Histon terhadap Perkembangan Embrio Jantan dan Betina

Dalam penelitian ini, 579 embrio sexing jantan dan 419 embrio sexing betina diperoleh di
tujuh ulangan (n=90-155 embrio dibelah per kelompok eksperimen) dianalisis. Tak satu pun dari
konsentrasi TSA diuji meningkatkan tingkat blastosis (Tabel 1). Pada 15nM, TSA berkurang (P<0.05)
produksi blastosis di kedua embrio jantan dan betina (P<0.05).

Embrio jantan ditemukan lebih sensitif terhadap perlakuan berkepanjangan dengan TSA.
Misalnya, perlakuan embrio jantan dengan 5 nM TSA untuk 144 jam mengurangi tingkat blastosis
(P<0.05), sedangkan penurunan serupa di tingkat blastosis untuk embrio betina tidak terlihat, dengan
tingkat blastosis di 5 nM TSA 144 jam yang diberlakukan sama pada embrio sexing betina di
kelompok kontrol (Tabel 1; P<0.05).

Tabel 1. Pengaruh suplementasi dalam medium kultur dengan Trichostatin A pada perkembangan
embrio sapi jantan dan betina
Persentase blastosis dihitung sebagai proporsi dari jumlah embrio yang membelah. Nilai
dalam baris dan kolom dengan huruf superscript berbeda berbeda secara signifikan (P<0.05). TSA,

Trichostatin A
Male embryos Female embryos
No. cleaved embryos (%) No. blastocysts (%) No. cleaved embryos (%) No. blastocysts (%)

0 (control) 155 (88.57) 66 (42.58)a 111 (86.71) 51 (45.95)a

5 nMTSA for48 h 142 (87.11) 60 (42.25)ab 105 (81.39) 43 (40.95)abc

15nMTSA for 48 h 135 (78.48) 39 (28.89)c 90 (70.86) 25 (27.78)c

5 nMTSA for 144 h 147 (83.05) 46 (31.29)bc 113 (86.92) 38 (33.63)abc
Pengaruh Hyperacetylasi Histon pada Jumlah Sel dan Apoptosis pada Embrio Sexing Jantan
dan Betina

Dalam penelitian ini, tiga ulangan sesuai dengan 63 embrio sexing jantan dan 49 embrio
sexing betina blastosis (n=10-18 per kelompok eksperimen) dianalisis. Persentase yang lebih tinggi
sel apoptosis (P<0.05) diamati pada embrio betina dibandingkan dengan embrio jantan setelah
perlakuan dengan konsentrasi yang sama TSA (Tabel 2). Meskipun demikian, perlakuan dengan 5
nMTSA selama 48 jam tidak berpengaruh terhadap persentase sel apoptosis pada embrio jantan dan
betina.

Setelah inkubasi embrio dengan TSA, khususnya 15nM selama 48 jam dan 5 nM untuk 144
jam, peningkatan apoptosis diamati pada embrio betina (P<0.05). Perlakuan embrio sexing jantan
dengan 15nM TSA selama 48 jam juga mengakibatkan peningkatan apoptosis (P<0.05; Tabel 2).

Inkubasi embrio dengan TSA tidak berpengaruh terhadap jumlah sel dalam blastosis jantan
atau betina, terlepas dari konsentrasi yang diuji (P>0.05; Tabel 2). Jumlah total sel blastosis Hari 7
lebih tinggi pada kelompok kontrol jantan dibandingkan dengan kelompok embrio betina yang
perlakuan dengan TSA (P<0.05).

Jumlah sel rata-rata total untuk semua perawatan untuk embrio sexing jantan dan sexing
betina masing-masing adalah 90,53 dan 62,01. Analisis apoptosis pada embrio berkualitas tinggi
(yaitu dengan jumlah sel di atas rata-rata; 29 embrio sexing jantan dan 25 embrio sexing betina; n=>5-
10 per kelompok eksperimental) menunjukkan persentase yang sama sel apoptosis pada kelompok
kontrol (P>0.05). Apoptosis meningkat secara signifikan (P<0.05) setelah perlakuan embrio sexing
jantan dan betina dengan 15nM TSA seclama 48 jam, serta setelah perlakuan embrio betina dengan 5
nM TSA untuk 144 jam. Namun, evaluasi embrio berkualitas rendah (yaitu mereka yang dengan
jumlah sel di bawah rata-rata; 25 embrio sexing jantan dan 27 embrio sexing embrio betina; n=4-9 per
kelompok eksperimental) menunjukkan ada perbedaan yang signifikan dalam apoptosis dalam
kelompok yang sama-seks setelah perlakuan TSA (P>0.05), meskipun ada kecenderungan untuk
apoptosis menurun pada kelompok ini.
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Tabel 2. Pengaruh suplementasi dalam medium kultur dengan Trichostatin A pada apoptosis pada
embrio sapi jantan dan betina

Total jumlah sel diberikan sebagai mean s.d tersebut. jumlah n=struktur. Nilai dengan huruf

superscript huruf yang berbeda dalam baris dan kolom berbeda secara signifikan (P<0.05); nilai dalam

kolom dengan huruf kecil berbeda superscript berbeda secara signifikan (P<0.05). TSA, Trichostatin

A

Male embryos Female embryos
No. blastocysts Apoptosis rate (%) Total cell number No. blastocysts Apoptosis rate (%) Total cell number
0 (control) 18 1.49% 96.61+35.60° 13 3.19% 67.38+29.33"
5nM TSA for 48 h 16 2.05%F 94.18+38.54° 13 3.40° 61.00+23.35°
15nMTSA for 48 h 15 3.62°° 82.26+36.51° 10 7.56¢ 58.20+17.47°
5 nMTSA for 144 h 14 1.96% 87.42+22.78" 16 5.33P 60.87+21.10°

Percobaan kedua dilakukan untuk menentukan apakah peningkatan apoptosis diamati pada
percobaan pertama yang terkena inner cell mass (ICM) atau trofektoderm (TE) pola apoptosis. Dalam
percobaan, jumlah sel dan kejadian apoptosis dinilai secara terpisah untuk ICM dan TE dalam kontrol
betina, 15nM 48 jam dan 5 nM 144 kelompok h, serta pengendalian jantan dan 15nM 48 kelompok h
(11 jantan dan 19 betina diperluas blastosis; n=4-8 per kelompok eksperimental).

Apoptosis lebih tinggi pada ICM daripada di TE di h 15 nM 48 jantan dan kontrol betina dan
5 nM kelompok 144 jam (P<0.05). Pada kelompok embrio jantan dan betina 15 nM 48 jam, apoptosis
pada ICM memiliki jumlah yang lebih tinggi, namun tidak ada perbedaan yang signifikan terdeteksi
antara ICM dan TE (P>0.05).

Apoptosis dalam ICM mirip dalam kelompok yang sama-seks tanpa perlakuan TSA (P>0.05).
Dalam TE, apoptosis ini sectara dengan yang di kontrol masing-masing untuk embrio jantan
diperlakukan dengan 15nM TSA selama 48 jam dan embrio betina diperlakukan dengan 5 nM TSA
untuk 144 jam (P>0.05), tetapi meningkat pada embrio betina diperlakukan dengan 15nM TSA
selama 48 jam (P<0.05).

Apoptosis pada embrio jantan dan betina dalam kelompok kontrol adalah sama untuk sel ICM
dan TE (P>0.05). Membandingkan embrio jantan dan betina diperlakukan dengan 15nM TSA selama
48 jam, apoptosis lebih besar di TE embrio betina (P<0.05), namun tingkat serupa apoptosis terdeteksi
dalam ICM (P>0.05).

Diskusi

Temuan utama dari penelitian ini adalah bahwa TSA menginduksi hyperacetylasi dari H3K9
selama IVC embrio praimplantasi sapi, dan bahwa hal itu meningkatkan apoptosis dan menurunkan
tingkat blastosis bila digunakan pada konsentrasi 15 nM.

Penelitian telah menunjukkan bahwa, pada embrio sapi, tingkat asetilasi rendah pada tahap
empat sel, tetapi meningkatkan pada tahap eightcell ketika transisi ibu-zigotik terjadi (Yang et al.,
2007;. Maalouf et al, 2008.). Setelah aktivasi genom embrio (EGA), kromatin menjadi
transcriptionally aktif (Henery et al., 1995.). Dalam konteks ini, penelitian pada tikus menunjukkan
pentingnya HDACT1 untuk pembentukan organisasi kromatin (Ma dan Schultz 2008). Siklus pertama
replikasi DNA setelah EGA murine sangat penting untuk ekspresi gen endogen maksimum. Dalam
hal ini, perlakuan dengan inhibitor HDAC secara signifikan meningkatkan tingkat ekspresi gen (Aoki
et al.,. 1997). Jadi, saat suplementasi TSA dipilih dalam penelitian ini adalah 70 jam setelah IVF,
ketika sebagian besar embrio pada tahap delapan sel. Perlakuan untuk 48 jam mengevaluasi efek pada
siklus sel keempat dan kelima, sedangkan perlakuan untuk 144 h efek dievaluasi pada siklus sisa
perkembangan praimplantasi.

TSA telah berhasil digunakan dalam produksi klon pada sapi untuk meningkatkan efisiensi
rekombinasi epigenetik sel dewasa. Dalam kasus ini, TSA dilengkapi pada konsentrasi mulai dari
50nm ke 1 mM pada sel donor inti (Enright et al., 2003b;. Wee et al., 2007;. Ding et al., 2008) dan
embrio segera setelah langkah fusi embrio (Ding et al., 2008;. lager et al., 2008). Dalam penelitian
ini, 25 dan 50nm TSA tidak mengizinkan perkembangan embrio yang memadai bila diterapkan untuk
waktu yang lebih lama dari 24 jam (data tidak ditampilkan). Sebuah konsentrasi 15nM juga
membahayakan perkembangan embrio jantan dan betina. Sebaliknya, perlakuan dengan 5 nM TSA
selama 48 jam tidak mempengaruhi perkembangan embrio jantan atau betina, dan perlakuan untuk
144 jam tidak berpengaruh terhadap perkembangan embrio betina. Penelitian pada sel batang embrio
telah menunjukkan bahwa sel-sel berdiferensiasi lebih sensitif terhadap efek TSA dibandingkan sel
dibedakan (Dai dan Rasmussen 2007). Dalam hal ini, kami mengamati bahwa konsentrasi yang lebih
rendah dari TSA harus digunakan untuk perlakuan blastomer untuk memperoleh tingkat tinggi
asetilasi tanpa mengorbankan perkembangan embrio.
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Kualitas embrio yang dihasilkan secara in vitro dapat disimpulkan secara tidak langsung
berdasarkan tarif apoptosis dalam embrio dan jumlah sel. Dalam penelitian ini, tingkat apoptosis yang
lebih tinggi dan penurunan jumlah sel diamati pada Hari 7 embrio betina. Penelitian telah
menunjukkan bahwa perkembangan embrio betina lebih lambat (Avery et al., 1992.), bahwa mereka
lebih peka terhadap kondisi stres dari IVC (Edwards et al., 2001) dan bahwa mereka memiliki jumlah
sel total yang lebih kecil (Xu et al., 1992). Namun, analisis embrio mengandung jumlah sel total atas
rata-rata dalam penelitian ini menunjukkan tidak ada perbedaan yang signifikan dalam apoptosis
antara embrio kontrol betina dan jantan. Dengan demikian, tingkat apoptosis tinggi diamati pada
embrio betina mungkin mencerminkan proporsi yang lebih rendah embrio berkualitas tinggi
dibandingkan dengan embrio jantan.

Perlakuan dengan TSA menghasilkan peningkatan serupa di apoptosis pada embrio jantan dan
betina, yang sekitar 2,4 kali lipat lebih tinggi dibandingkan kelompok kontrol masing masing untuk
embrio jantan atau betina saat 15nM TSA digunakan. Pola yang sama terlihat untuk embrio
berkualitas tinggi. Namun, perlakuan TSA tidak signifikan mengubah persentase sel apoptosis pada
embrio lowquality dan, memang, ada kecenderungan untuk apoptosis menurun pada betina berkualitas
rendah dan embrio jantan setelah perlakuan TSA. Peningkatan apoptosis sel-diperlakukan TSA telah
dilaporkan oleh Koyama et al.,. (2000). Dalam penelitian tersebut, efek apoptosis TSA diusulkan
menjadi karena hyperacetilasi dari histon karena bentuk santai DNA mudah dikatalisis oleh
endonuklease. Apoptosis adalah peristiwa fisiologis perkembangan embrio dan dapat mencegah sel
yang rusak dari kontribusi terhadap pembentukan individu, sehingga berfungsi sebagai mekanisme
bertahan hidup dalam kondisi stres (Paula-Lopes dan Hansen, 2002). Namun, tingkat apoptosis yang
tinggi berhubungan dengan penurunan viabilitas (Jousan et al., 2008.) dan embrio kematian (Antunes
et al., 2010).

Menurut Fouladi-Nashta et al, (2005), tingkat apoptosis diantara sel-sel dari ICMare
biasanya lebih tinggi daripada sel TE tersebut. Hal ini dikonfirmasi dalam studi ini, di mana apoptosis
lebih tinggi antara ICMcells pada semua kelompok eksperimental, dengan pengecualian embrio betina
berkultur di hadapan 15 nM TSA selama 48 jam dan embrio kontrol jantan. Dalam kelompok ini
apoptosis angka antara sel-sel PTT cenderung lebih tinggi dibandingkan sel TE. Apoptosis TE setara
pada kontrol jantan dan embrio TSA yang perlakuan, tapi betina 15 nM embrio TSA-diperlakukan
disajikan tingkat apoptosis yang lebih tinggi TE daripada kelompok kontrol. Ada kemungkinan bahwa
peningkatan yang diamati dalam embrio betina terkena 15 nM TSA seclama 48 jam dapat
mengakibatkan kegagalan berikutnya implantasi.

Meskipun perlakuan dengan 5 nM TSA untuk 144 jam meningkatkan apoptosis embrio
betina, TSA tidak mempengaruhi perkembangan embrio dalam kelompok eksperimen. Pada embrio
jantan diperlakukan dengan 5 nM TSA untuk 144 jam, tidak ada perubahan dalam apoptosis namun
perkembangan blastosis dikompromikan. Secara keseluruhan, hasil menunjukkan bahwa embrio
betina lebih sensitif terhadap efek TSA pada hyperacetilasi H3K9 menyebabkan kenaikan tarif
apoptosis dari embrio jantan. Namun, ambang batas untuk efek TSA mengakibatkan kematian embrio
tampaknya lebih rendah pada jantan daripada embrio betina.

Adalah mungkin bahwa, pada embrio TSA yang perlakuan yang dipamerkan tidak ada efek
merugikan pada perkembangan, ada ekspresi gen secara keseluruhan lebih tinggi yang bermanfaat
bagi perkembangan pasca-implantasi, terutama dalam hal embrio berkualitas rendah dan betina.

Kesimpulannya, perlakuan TSA meningkatkan H3K9ac, tetapi tidak memiliki efek
menguntungkan pada perkembangan praimplantasi embrio sapi jantan atau betina dalam hal
parameter dievaluasi dalam studi ini. Satu studi pada tikus melaporkan bahwa embrio telah somit
lebih ketika TSA diberikan kepada betina hamil setelah implantasi embrio (Nervi et al.,. 2001). Oleh
karena itu, studi lebih lanjut diperlukan untuk menyelidiki pola-pola ekspresi gen dan kegiatan
perkembangan pasca-implantasi pada embrio perlakuan dengan TSA.
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