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Abstract

Repeat breeding is condition of cows that have normal or near normal estrous cycles but fail to become
pregnant after several insemination. This study aims to identify the microbes in the cervical and vaginal mucus
of beef cattle and dairy cows that experience repeat breeding and detected the pregnancy after the third or
more artificial insemination. A total of 14 beef cattle and 6 dairy cows that experience repeat breeding in the
cattle herd in the Yogyakarta region of Indonesia were used as samples in this study. Cervical and vaginal
mucus samples were collected using plastic sheet when the cow was re-estrus. The samples were put into
the 5 ml Brain Heart Infusion Broth for bacterial isolation and identification. Pregnancy examination was
carried out on day 45 after artificial insemination using ultrasound method. Bacteria that could be isolated
and identified from cervical mucus and vaginal mucus of beef cattle and dairy cows included Bacillus sp.,
Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus, and Pseudomonas sp. Some cows detected positive in
pregnancy examination even though the bacteria were presence in the cervical and/or vaginal mucus. There
was various composition of bacteria found in the cervical mucus and vaginal mucus, of beef cattle and dairy
cows with repeat breeding in livestock groups in Yogyakarta. The presence of bacterial in the cervical and
vaginal mucus during estrus was not always become the causes of failed pregnancy.

Keywords: bacteria; beef cow; dairy cow; mucus; USG

Abstrak

Kawin berulang adalah kondisi sapi betina yang memiliki siklus estrus normal atau mendekati normal
tetapi gagal bunting setelah beberapa kali dilakukan inseminasi buatan (IB) atau perkawinan alami. Penelitian
ini bertujuan untuk mengidentifikasi mikroba yang ada di lendir serviks dan vagina sapi potong dan sapi perah
yang mengalami kawin berulang dan melakukan deteksi kebuntingan setelah 1B ketiga atau lebih. Sampel
dalam penelitian ini sebanyak 14 ekor sapi potong dan 6 ekor sapi perah yang mengalami kawin berulang di
kelompok ternak yang ada di wilayah Sleman, Yogyakarta. Sampel lendir serviks dan vagina diambil dengan
menggunakan plastik pelindung IB gun pada saat sapi estrus. Sampel dimasukkan ke dalam media Brain
Heart Infusion Broth 5 ml untuk isolasi dan identifikasi bakteri. Pemeriksaan kebuntingan dilakukan pada
hari ke-45 pasca inseminasi buatan menggunakan metode USG. Hasil penelitian menunjukkan bahwa jenis
bakteri yang dapat diisolasi dan diidentifikasi dari lendir serviks dan lendir vagina sapi potong dan sapi perah
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antara lain Bacillus sp., Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus, dan Pseudomonas sp. Beberapa
sapi terdeteksi bunting pada pemeriksaan kebuntingan meskipun terdapat bakteri pada lendir serviks dan/
atau vagina. Terdapat berbagai komposisi bakteri yang ditemukan pada lendir serviks dan lendir vagina pada
sapi potong dan sapi perah yang mengalami kawin berulang di kelompok ternak yang ada di wilayah Sleman,
Yogyakarta. Penelitian ini menunjukkan bahwa adanya bakteri pada lendir serviks dan vagina saat estrus
ternyata tidak selalu menjadi penyebab gagalnya kebuntingan.

Kata kunci: bakteri; sapi potong; sapi perah; lendir; USG

Pendahuluan

Upaya Pemerintah Indonesia untuk men-
capai swasembada pangan nasional, khususnya
daging dan susu sapi, masih terkendala sampai
saat ini. Salah satu penyebabnya adalah masih
tingginya angka gangguan reproduksi pada sapi,
baik sapi potong maupun sapi perah, di tingkat
peternakan rakyat. Gangguan reproduksi pada
sapi potong menyebabkan kebuntingan tertunda
sehingga populasi sapi potong tidak bertambah.
Selain itu, pada sapi perah, gangguan reproduk-
si akan menghambat produksi susu. Masalah ini
tentu saja merugikan bagi pemerintah dan peter-
nak dari berbagai aspek. Sebagai contoh, pemer-
intah hingga saat ini masih harus mendatangkan
daging dan susu sapi dari luar negeri untuk men-
cukupi kebutuhan dalam negeri, sedangkan bagi
peternak, mereka harus menanggung kerugian
ekonomi untuk biaya pemeliharaan dan peme-
riksaan ternaknya selama tidak berproduksi.

Salah satu gangguan reproduksi pada sapi
yang cukup tinggi di Indonesia adalah kawin
berulang/ repeat breeding. Prevalensi kawin
berulang pada sapi perah di D.I.Y. mencapai
29,4% (Prihatno et al., 2013). Selain itu,
Wijanarko dan Sumiarto (2014) melaporkan
bahwa prevalensi kasus kawin berulang pada
sapi potong di Kabupaten Grobogan mencapai
19%. Hal ini tentu mengkhawatirkan jika tidak
segera dilakukan penanganan. Kawin berulang
adalah kondisi di mana sapi betina yang telah
melahirkan, memiliki siklus estrus normal
atau mendekati normal, dan telah dikawinkan
baik dengan IB atau kawin alami 2-3 kali atau
lebih tetapi tidak terjadi kebuntingan (Amiridis
et al., 2009). Kegagalan kebuntingan akan
menyebabkan days open atau waktu tanpa
kebuntingan menjadi lebih panjang. Lamanya
days open pada kondisi sapi normal kurang lebih
60-90 hari untuk sapi potong (Yulyanto et al.,
2014) dan 85 hari untuk sapi perah (Leksanawati,

2010). Kondisi ini memungkinkan seekor sapi
dapat melahirkan satu kali dalam satu tahun.
Kawin berulang utamanya disebabkan oleh dua
hal, yaitu kegagalan fertilisasi dan kematian
embrio dini (Gustafsson dan Emanuelson,
2002). Faktor yang dapat menyebabkan kedua
hal tersebut antara lain defisiensi hormonal,
kurangnya deteksi estrus, waktu inseminasi
buatan yang tidak tepat, atau peningkatan
mikroba di dalam uterus (Noakes et al., 2016;
Prihatno et al., 2013).

Keberadaan mikroba pada saluran repro-
duksi tidak selalu menimbulkan gejala klinis
sehingga sulit dideteksi dengan pemeriksaan
luar. Adanya mikroba ini dapat menjadi salah
satu penyebab terjadinya kawin berulang. Ke-
beradaan mikroba hanya dapat didiagnosa de-
ngan cara isolasi dan identifikasi di laborato-
rium. Mikroba di dalam uterus dapat dideteksi
pada lendir yang keluar saat sapi sedang berahi
atau estrus. Identifikasi jenis mikroba yang ter-
dapat pada lendir serviks dan vagina sapi potong
dan sapi perah yang mengalami kawin berulang
di kelompok ternak yang ada di wilayah Sle-
man, Yogyakarta belum pernah dilaporkan se-
belumnya. Penelitian ini bertujuan untuk meng-
identifikasi mikroba yang terdapat pada lendir
serviks dan vagina sapi potong dan sapi perah
yang mengalami kawin berulang dan mende-
teksi kebuntingan setelah dilakukannya IB ke-
tiga atau lebih.

Materi dan Metode

Persetujuan Etik

Semua perlakuan terhadap hewan dan
sampel dalam penelitian ini telah disusun sesuai
dengan standar operasional penelitian ilmiah
dan telah mendapatkan Ethical Clearance dari
Komisi Etik Penelitian Fakultas Kedokteran
Hewan Universitas Gadjah Mada dengan nomor
0148/EC-FKH/Int ./2019.
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Koleksi Sampel

Sebanyak 14 ekor sapi potong dan 6
ekor sapi perah yang dipelihara di peternakan
rakyat di wilayah Sleman, Yogyakarta, dengan
kondisi dan kebersihan kandang yang cukup
baik digunakan dalam penelitian ini. Kriteria
sapi yang dipilih adalah sapi yang sehat, pernah
beranak minimal satu kali, dan pernah dilakukan
IB dua kali atau lebih. Sampel lendir serviks
dan vagina diambil pada saat sapi sedang estrus.
Lendir dikumpulkan menggunakan plastic sheet
IB gun yang telah dilindungi dengan sheet
protector untuk mencegah kontaminasi. Plastic
sheet 1B gun dan sheet protector dimasukkan ke
dalam saluran reproduksi sapi betina hingga leher
serviks kemudian Plastic sheet 1B gun didorong
hingga muncul sekitar 1-2 cm dari ujung sheet
protector. Lendir dihisap menggunakan spuit
yang ditempelkan pada plastic sheet 1B gun.
Cairan lendir serviks dikumpulkan terlebih
dahulu kemudian lendir vagina dikumpulkan.
Sebanyak kurang lebih 1 ml sampel lendir
dari masing-masing bagian dimasukkan ke
dalam media (5 ml Brain Heart Infusion Broth/
BHIB) yang terdapat pada tabung yang berbeda
kemudian disimpan di dalam freezer -80°C
sebelum dilakukan pemeriksaan mikroba di
Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Sekolah
[lmu dan Teknologi Hayati, Institut Teknologi
Bandung. Setelah pengambilan lendir maka
dilanjutkan dengan IB.

Pemeriksaan Mikroba

Metode identifikasi bakteri mengacu pada
Jang et al. (1976), OIE (2015), dan SMIs (2015).
Isolasi mikroba dilakukan menggunakan media
diferensial selektif (MacConkey Agar) dan
media Plat Agar Darah. Identifikasi bakteri
dilakukan dengan membandingkan karakteristik
morfologi dan mikroskopis isolat serta uji
biokemis.

Deteksi Kebuntingan

Pemeriksaan kebuntingan dilakukan pada
hari ke-45 pasca IB. Pemeriksaan dilakukan
menggunakan metode Ultrasonografi (USG).
Sebelum dilakukan pemeriksaan, sapi terlebih
dahulu di-restrain menggunakan tali supaya

304

aman bagi operator dan sapi. Ultrasonografi
yang digunakan bertipe portable dan probe
yang digunakan bertipe /inear. Frekuensi USG
yang digunakan pada pemeriksaan ini adalah
5.0 MHz. Kebuntingan ditandai dengan adanya
gambaran anechoic dari kantung kebuntingan
dan hypoechoic dari fetus di dalam kantung
kebuntingan.

Analisis Hasil

Hasil isolasi dan identifikasi bakteri serta
hasil pemeriksaan kebuntingan dianalis secara
deskriptif. Data disajikan dalam bentuk Tabel
dan histogram.

Hasil dan Pembahasan

Hasil pemeriksaan mikroba menunjukkan
adanya variasi jenis bakteri yang dapat terisolasi
dan teridentifikasi baik pada lendir serviks
maupun lendir vagina sapi potong dan sapi perah
yang mengalami kawin berulang di kelompok
ternak di wilayah Sleman, Yogyakarta. Bakteri
yang dapat terisolasi dan teridentifikasi antara
lain Bacillus sp., Staphylococcus epidermidis,
Staphylococcus aureus, dan Pseudomonas sp.

Proporsi sapi potong yang pada lendir
serviks dan/atau lendir vaginanya dapat
terisolasi dan teridentifikasi bakteri cukup tinggi.
Secara keseluruhan, 71% dari total jumlah sapi
potong dapat diisolasi dan diidentifikasi bakteri
pada lendir serviks dan/atau lendir vaginanya,
sedangkan sebanyak 29% dari total jumlah sapi
potong tidak ditemukan bakteri pada kedua
sampel yaitu lendir serviks dan lendir vagina.
Berdasarkan hasil tersebut, terdapat bakteri
yang hanya terisolasi dan teridentifikasi pada
sampel lendir serviks atau hanya pada sampel
lendir vagina atau keduanya. Sebanyak 57% dari
total sampel lendir serviks mengandung bakteri.
Hasil yang sama (57%) juga ditemukan pada
pemeriksaan sampel lendir vagina. Sedangkan
dari total jumlah sapi potong, sebanyak 42,85%
dapat terisolasi dan teridentifikasi bakteri baik
pada lendir serviks maupun lendir vaginanya.
Hasil pemeriksaan mikroba pada lendir serviks
dan lendir vagina sapi potong dapat dilihat pada
Tabel 1.
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Tabel 1. Hasil identifikasi bakteri pada lendir serviks dan lendir vagina sapi potong yang mengalami kawin berulang di wilayah

Sleman, Yogyakarta.

No. Jenis bakteri Pemeriksaan
Sapi potong Lendir serviks Lendir vagina kebuntingan
1 Bacillus sp. - Bunting
2 - - Bunting
3 Staphylococcus epidermidis Staphylococcus epidermidis Tidak
4 Bacillus sp. - Bunting
5 Bacillus sp. Bacillus sp. Tidak
6 - - Bunting
7 - - Tidak
8 Staphylococcus aureus Bacillus sp. Bunting
9 Bacillus sp. Bacillus sp. Tidak
10 - - Bunting
11 Bacillus sp. Bacillus sp. Tidak
12 - Pseudomonas sp. Tidak
13 - Bacillus sp. Tidak
14 Staphylococcus aureus Staphylococcus epidermidis Tidak

Terdapat empat jenis bakteri yang dapat
diidentifikasi dari sampel lendir serviks
dan vagina sapi potong yaitu Bacillus sp.,
Staphylococcus  epidermidis, Staphylococcus
aureus, dan Pseudomonas sp. Tiga dari empat
bakteri ditemukan pada sampel lendir serviks
yaitu Bacillus sp., Staphylococcus epidermidis,
dan Staphylococcus aureus dengan persentase
masing-masing 62%, 13%, dan 25%. Hasil yang
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sedikit berbeda diperoleh pada pemeriksaan
mikroba lendir vagina. Ada tiga jenis bakteri
yang berhasil diisolasi dan diidentifikasi yaitu
Bacillus sp., Staphylococcus epidermidis, dan
Pseudomonas sp. dengan persentase masing-
masing 62%, 25%, dan 13% (Gambar 1).
Pemeriksaan kebuntingan pada sapi potong
menunjukkan hasil positif sebanyak 43% dan
hasil negatif sebanyak 57%. Sebanyak 50% dari

Lendir vagina
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Gambar 1.  Proporsi bakter yang dapat terisolasi dan teridentifikasi dari sampel lendir serviks dan lendir vagina sapi
potong yang mengalami kawin berulang di wilayah Sleman, Yogyakarta.
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hasil positif pada pemeriksaan kebuntingan sapi
potong ditemukan bakteri pada lendir serviks
dan/atau lendir vaginanya dan sebanyak 50%
lainnya tidak terdapat bakteri pada lendir serviks
dan lendir vaginanya. Sebanyak 88% dari hasil
negatif pada pemeriksaan kebuntingan sapi
potong ditemukan bakteri pada lendir serviks
dan/atau lendir vaginanya dan sebanyak 12%
lainnya tidak terdapat bakteri pada lendir serviks
dan lendir vaginanya (Tabel 1).

Hasil serupa diperoleh dari pemeriksaan
bakteri pada lendir serviks dan lendir vagina
sapi perah. Secara keseluruhan, 67% dari total
jumlah sapi perah terisolasi dan teridentifikasi
bakteri pada lendir serviks dan/atau lendir
vaginanya. Sama dengan pemeriksaan bakteri
pada sampel lendir serviks dan lendir vagina
sapi potong, pada sampel lendir serviks dan
lendir vagina sapi perah terdapat bakteri
yang terisolasi dan teridentifikasi hanya dari
sampel lendir serviks atau hanya dari sampel
lendir vagina atau keduanya. Berdasarkan
hasil pemeriksaan, sebanyak 33% dari total
sampel lendir serviks dan sebanyak 50% dari
total sampel lendir vagina terdapat bakteri.
Bakteri yang sama dapat diidentifikasi pada
lendir serviks dan lendir vagina dari satu ekor
sapi perah. Sementara itu, dua ekor sapi perah
atau sebanyak 33% dari total sapi perah tidak
terdapat bakteri pada sampel lendir serviks dan
lendir vaginanya. Data pemeriksaan bakteri
pada lendir serviks dan lendir vagina sapi perah
dapat dilihat pada Tabel 2.

Berbeda dengan sapi potong, hanya terdapat
tiga jenis bakteri yang dapat diidentifikasi pada
sampel lendir sapi perah yaitu Bacillus sp.,
Staphylococcus epidermidis,danStaphylococcus
aureus. Dua dari tiga bakteri diidentifikasi dari

sampel lendir serviks yaitu Staphylococcus
epidermidis dan Staphylococcus aureus dengan
persentase masing-masing 50%. Hasil yang
sedikit berbeda diperoleh pada pemeriksaan
bakteri pada lendir vagina. Terdapat tiga
jenis bakteri yang dapat diidentifikasi yaitu
Bacillus sp., Staphylococcus epidermidis, dan
Staphylococcus aureus dengan persentase yang
sama yaitu 33% (Gambar 2).

Pemeriksaan kebuntingan pada sapi perah
menunjukkan hasil positif sebanyak 33% dan
hasil negatif sebanyak 67%. Seluruh sapi perah
(100%) yang menunjukkan hasil positif pada
pemeriksaan kebuntingan terdapat bakteri
pada lendir serviks dan/atau lendir vaginanya.
Sebanyak 50% dari hasil negatif pada
pemeriksaan kebuntingan terdapat bakteri pada
lendir serviks dan/atau vaginanya dan sebanyak
50% lainya tidak terdapat bakteri pada lendir
serviks dan lendir vaginanya (Tabel 2).

Kawin berulang adalah kondisi sapi yang
gagal bunting setelah beberapa kali inseminasi
meskipun masih ada beberapa perdebatan di
antara peneliti mengenai jumlah inseminasi
(Levine, 1999). Patel et al. (2007) melaporkan
bahwa kejadian kawin berulang pada sapi lebih
tinggi dibandingkan dengan kerbau. Namun,
faktor risiko kawin berulang serupa, yaitu
termasuk paritas, penyakit peri-parturient,
musim, ukuran kawanan, produksi susu, dan
kesuburan yang buruk (Saraswat dan Purohit,
2016). Setelah periode post partum, infeksi
bakteri sering terjadi pada sapi. Hal ini dapat
menyebabkan endometritis klinis dan subklinis
(Sheldon et al., 2009). Janowski et al. (2013)
melaporkan bahwa ada korelasi yang signifikan
antaraendometritis subklinisdankawinberulang.
Salah satu metode yang paling sering digunakan

Tabel 2. Hasil identifikasi bakteri pada lendir serviks dan lendir vagina sapi perah yang mengalami kawin berulang di wilayah Sleman,

Yogyakarta.
No. Jenis bakteri Pemerlksaan
i kebuntingan

Sapi perah Lendir serviks Lendir vagina

1 Staphylococcus aureus Staphylococcus aureus Bunting

2 Bacillus sp. Tidak

3 - - Tidak

4 Staphylococcus epidermidis Bunting

5 Staphylococcus epidermidis - Tidak

6 - ] Tidak
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Gambar 2.  Proporsi bakter yang dapat terisolasi dan teridentifikasi dari sampel lendir serviks dan lendir vagina

sapi perah yang mengalami kawin berulang di wilayah Sleman, Yogyakarta.

untuk mendeteksi endometritis subklinis pada
sapi adalah diagnosis sitologi dari sekresi
endometrium, atau biopsi uterus (Kasimanickam
et al., 2004; Barlund et al., 2008). Hasil serupa
dengan penelitina ini dilaporkan oleh Al-
Dori et al. (2020) yang menemukan beberapa
jenis bakteri dari sekret vagina saat estrus
pada sapi yang mengalami kawin berulang.
Bakteri tersebut antara lain Staphylococcus
aureus, Streptococcus dan Staphylococcus
epidermidis, E. Coli, Klebsiella, dan Proteus,
dengan proporsi yang paling banyak diisolasi
adalah Staphylococcus aureus (Al-Dori et al.,
2020). Namun, pada penelitian ini juga dapat
diidentifikasi Bacillus sp. dari lendir serviks dan
Pseudomonas sp. dari lendir vagina sapi yang
mengalami kawin berulang dengan Bacillus sp.
adalah bakteri yang paling banyak terisolasi dan
terindentifikasi. Identifikasi Bacillus sp. dan
Pseudomonas sp. juga pernah dilaporkan oleh
Gani et al. (2008) dari sampel biopsi uteris sapi
yang mengalami kawin berulang. Giannattasio-
Ferraz et al. (2019) menjelaskan bahwa bakteri
utama yang ada di antara mikrobiota vagina
adalah Aeribacillus, Bacillus, Clostridium,
Bacteroides, dan Ruminococcus. Anggota genus
Bacillus serta Streptococcus dan Enterococcus

merupakan bakteri yang paling sering diisolasi
dari intrauterin dan dianggap sebagai patogen
oportunistik atau potensial (Wagener dan
Drillich, 2018; Werner et al., 2012; Westermann
et al., 2010). Teori sebelumnya menyatakan
bahwa selama kebuntingan uterus bersifat steril
dan dapat terkontaminasi oleh bakteri post
partum (Schoenmakers et al., 2019; Appiah et
al., 2020). Adanya bakteri pada lendir serviks
dan lendir vagina dapat menyebabkan invasi
menuju uterus, karena salah satu jalur masuknya
bakteri ke dalam saluran reproduksi adalah dari
vagina (Appiah et al., 2020). Namun, dalam
penelitian ini kami menemukan bahwa sapi
masih bisa bunting ketika terdapat bakteri pada
lendir serviks dan/atau lendir vagina. Temuan ini
didukung oleh bukti terbaru dari laporan Human
Microbiome Project yang menyatakan bahwa
rahim tidaklah steril, tetapi memiliki kolonisasi
bakteri tertentu di endometrium (Moreno ef al.,
2017; Pelzer et al., 2017; Baker et al., 2018).
Beberapa penelitian juga melaporkan bahwa
keragaman dan hubungan filogenetik komunitas
mikroba yang beragam di vagina hingga saat
berkembang biak juga dapat menghasilkan
kebuntingan yang baik pada sapi (Serrano et al.,
2019; Ault et al., 2019).
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Kesimpulan

Terdapat empat jenis bakteri dengan kom-
posisi yang berbeda yang dapat ditemukan pada
lendir serviks dan lendir vagina sapi potong
dan sapi perah yang mengalami kawin berulang
di wilayah Sleman, Yogyakarta. Kebuntingan
dapat terjadi pada sapi potong dan sapi per-
ah yang mengalami kawin berulang yang pada
lendir serviks dan/atau lendir vaginanya ditemu-
kan bakteri saat estrus. Peranan bakteri pada
saluran reproduksi sapi masih perlu diteliti lebih
lanjut.
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