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RINGKASAN 

PENELUSURAN EPITOP SPESIFIK PREGNANCY ASSOCIA TED 
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Perkembangan populasi temak ruminansia seperti sapi, kambing dan 

domba di Illdonesia bclum menC2pai keadaan yang mengggmbirakan bahkan 

cenderung menurun. Prc;pinsi Jawa Timur sej:lk t2hun 1999 !'ampai ~003 terjadi 

penurunan popiJiasi tema!>: beSCir yaitu /cuda turun 3,24 %, sapi perl'lh 5,86 %, 

kerbau 5 % sedangkan sap! potong naik 0,02 %. 

Dem:kian juga untuk kebutuhan konsumsi susu nasuional masih jauh dari 

cukup. Keb:rto..:han !<or.sumsi :>1.i:>U nasional pada tahUil 2000 sebesar 896.791 

tCi'lltahun. Sedangkan produksi susu nasional pertahun sebesar 577.626 ton, 

sehingga masih terdapat kekurangan produksi susu nasional sebesar 319.165 

tonltahun (Oi.ektur Jendral Petp.rnakan, 2005). 

Melihat \<:enyataan atau kondisi petemakan tersebut dirasa pertu untuk 

mengembangkan dan meningkatkan efisiensi reproduksi sehingga kebutuhan daging 

dan susu nasional bisa terpen:.Jhi. Upaya yang dilakukan agar target reproduktivitas 

yang tinggi dapat tercapai ac..ialah dellgan melakukan perl'aikan pengelolaan 

reproduksi yang meliputi deteksi birahi dan sinkronisasi birahi, perkawinan yang 

tepat dan diagnosa kebuntingan awal yang tepat dan akurat. 

Oiagnosa kebuntingan dini pada sapi dapat dilakukan dengan dua cara yaitu 

(a) dengan mendeteksi sUbstansi spesifik yang terdapat di da:am darah induk seperti 

Pregnancy Associated Substance (PAS) dan (b) dengan mendeteksi substansi non 

spesifik yang ada di dalam darah, urine atau air susu selama kebuntingan seperti 

progesterone, estrone sulphate (Hafez, 2QOO). 
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Selama ini yang telah dilakukan untuk mendiagnosa dini kebuntingan sapi 

aaalah dengan mendeteksi adanya substansi non spesifik selama kebuntingan. 

Pada kenyataannya, deteksi kebuntingan dini dengan menggunakan substansi non 

spesifik seperti progesterone dan estrone sulphate dengan menggunakan teknik FdA 

(Nalbandov, 1990) belum dapat dilaksanakan secara cepat dilapangall karena 

beberapa faktor seperti sulitnya pelaksanaan, mahalnya harga kit dan sulitnya 

mendapatkan bahan-bahan untuk keper1uan RIA. 

Dengan melihat Pregnancy Associated Substance (PAS) maka tujuan umum 

dari penelitian ini adalah pengembangan metode baru tes kebuntingan dini yang 

didasarkan pada reaksi antigen dan antibodi yang ber1abel dengan menggunakan 

teknik indirect Sandwich ELISA (antibodi penangkap antigen). 

Tujuan khusus yang ingin dicapai pada penelitian ini adalah mernbuktikc:n 

prote:r. PAS mampu menginduksi terbentukroya antibodi terhc:dap PAS dan mengkaji 

peran alltibodi terhadap PAS sebagai bahan diagnl)stik keountingan dini sapi perah. 

Penelitian Ini dilakukan di laboratorium Biologi Molekuler FKH Unair dan UPT 

Ternak Branggahan Kediri, UPT temak Singosari Malang, LiPT Temak Tuban 

dengan tailapan-tahapan metodtl sebagai berikut : Karakterisasi anti-PAS hasil 

induksi isclat protein PAS l,otyledon sapi perah bunting, Diagnosis kel:>untingan sapi 

perah dengc.n mcngukur lcaciar PAS serum darah. Diagncsis keculltingan sapi ptlrah 

dengan mengukur Kadar progesteron serum darah, Diagnosis kebuntingan sapi 

perah dengan palpasi rektal dan Uji validitas kebunt'ngan sapi perah dengall 

mengukur Kadar PAS serum darah, mengukur kac!ar progesteron serum darah dan 

palpasi rektal. 

Hasil penelitian menunjukkan bahwa titer anti-PAS terjadi peningkatan dari 

minggu pertama sampai minggu ke 3 setelah booster pertama. Pada minggu ke 4 

mulai terjadi penurunan dan mencapai angka terendah pada minggu ke 5. Pada 

minggu ke 5 dilakukan booster ke 2, setelah booster ini diikuti peningkatan titer 

kembali samp:;i minggu ke 8 dan mulai menurun kembali pada minggu ke 9 dan 10. 

Pada pemeriksaan Kadar PAS serum darah ditemukan sebanyak 27 ekor sapi perah 

(27 %) di dalam darahnya sudah ada PAS Pada hari ke 14 pasca inseminasi buatan. 

Sedangkan pada hari ke 21 dan 28 pasca inseminasi buatan, sebanyak 65 ekar sapi 

perah di dalam darahnya sudah ada PAS. Pada han ke 7, 14, 21 dan 28 han pasca 

inseminasi buatan diperoleh hasil mikratiter strip masing-masing 0 ekor, 27 ekor, 65 ./ 

ekor dan 65 ekor. Rataan Kadar protein PAS serum darah sapi perah yang diperoleh 
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pada hari 7, 14,21 dan 28 pasca inseminasi buatan adalah 0 Ilg/ml, 113,801 Ilg/ml, 

370,221 1l9/m! dan 716,317 Ilg/ml. 

Berdasarkan hasil penelitian dan analisis data yang dilakukan dapat dibuat 

kesimpulan umum yaitu : protein PAS bersifat imunogen yang dapat menginduksi 

respon imun humoral dengan terbentuknya anti-PAS dan anti-PAS yang dihasilkan 

dapat digt'nakan untuk diagnosis kebuntingan kambing dengan metode PAS 

mikrotiter strip (Sandwich ELISA). 

Berdasarkan kesimpulan umum dapat dilarik subkesimpulan sebagai berikut : 

1. kadar glikoprotein, karbohidrat, protein PAS masing-masing sebesar 9,562 mg/ml 

(supernatan) dan 12,516 mg/ml (endapan), 3,959 mg/ml (supematan) dan 5,181 

mg/ml (endapan), 5,603 ms'ml (supematan) dan 7,335 mg/ml (endapan). 

2. Protein PAS dCiri cotyledon kambing bunting mampu menginduksi terbentuknya 

anti-PAS. 

3. Anti-PAS dapat digunakar, untuk diagnosis kebuntingan pada kambing. 

4. Diagnosis kebuntingan pada 21 hari pasca iB dengan menggunakan PAS 

mikrotiter strip memperoleh hasil angka akura::;i atau vahdasi lebih baik dibanding 

pemeriksaan kadar progesteron serum darah. 
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BABI 

PENDAHULUAN 

1.1. Latar Belakang M1Isalah 

1\1 J L J K 
PfRPllSTAKA4. 

UNIVERSITAS ' N • 
S U . AlRLANGGA 

RABAY.I\ 

Pembangunan petemakan pad a dasamya adalan untuk 

menyediakan pangan asal temak baik kualitas rnaupun kuantitas yang 

tutrut berperan mendorong peningkatan kualitas sumber daya manusia 

dari segi pemenuhan protein hewani. Kebutuhan protein hewani asal 

ternak nasional 6 gramlkapita/hari namun pad a tahun 2006 baru tercarai 

5,34 giCimlkapita/haoi (Oitjennak, '2006), 

Peta populasi ternak nasional diwarnai oleh laju perturnbuh;:ro yang 

beragam, pertumbuhan ternak selama 20 tahun terc:khir (1987-2006) 

secara Ullllan menlJnjukkan laju pertumbuhan posltip. Namun la,iu 

pertumbuh"m ternak besar cenderung menurun terutama periode 10 tahun 

terakhir (1997-2006). Popu:asi sapi menurun -1,22 % rata-rata per tahun, 

kerbau menurun -3,17 % rata-rata per tahun. Populasi kambing Indonesia 

pad a tahun 2006 sebesar 13.082.000 ekor dengan laju pertumbuhan 

populasi kc.'TIcing pada ~riode 10 tahun terakhir (1997-2006) te~adi 

peningkatan 0,45 % rata-rata per tahun dan pada tahun 2006 produksi 

daging kambing sebesar 53.700 tor.. (Oiijennak, 2006) . 

Upaya menghindari penurunan laju pertumbuhan temak dan 

peningkatan produktivitas dengan melakukan perbaikan asas kelestarian 

sumberdaya temak nasional (populasi), asas keseimbangan (suplai-

permintaan) dan asas kemandirian (mengurangi impor). Asas kelestarian 
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sumberdaya temak akan ter1cait dengan aspek peningkatan kelahiran, 

memperpendek jararak antar kelahiran, penurunan kematian, 

pengendalian pemotongan betina dan pejantan unggul (Sudardjad, 2005). 

Salah satu upaya untuk memperpendei< calving interval adalah 

melakukan diagnosis kebuntingan secara dini setelah tcrjadinya 

per1<awinan untuk identifikasi lebih awal sehingga kehilangan waktu 

produksi sebagai akibat infertilitas dapat dikurangi. 

Secara laboratoris diagnosis kebuntingan dilakukan dengan melihat 

sl!bstansi non spesifik yang ada d.dam darah, urin dan air susu induk 

selama kebuntingan seperti progesteron dan estron sultst (Hafez, 20oo). 

Narn:.m pemeriksaan ini masih cap-yak kendala ka~ena mahalnya biaya 

dan lamanya waktu diagnosis. 

Sampc;i sa.:t ini masi!l ter..:s cilalmkan pengembangaro dan 

pencarian metode altematif untuk diagnosis kebuntingan dini temak yang 

re!atif lebih cepat, akurat, mura!l dan mudah dilakukan di tapangan. 

Pengembangan metode diagnosis kebuntingan dini temak dapat dilakukan 

dengan melihat sUbstansi spesifik yang terdapat dalam darah induk yaitu 

Pregnancy Associated Substances (PAS) (Hafez, 2000). 

Pregnancy Associated Substances merupakan protein spesifik 

yang berperan penting pada proses implantasi dan kebuntingan dengan 

memelihara corpus luteum graviditatum untuk menghasilkan hormon 

progesteron (Karen et al., 2001). 

./ 
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Placentoma pada golongan mama!ia tersusun atas pJacenta 

matema/is (carunculae) dan placenta foeta/is (cotyledon). Pregnancy 

Associated Substances diproduksi oleh placenta footalis (cotyledon) 

setelah proses implantasi dan tetap berada di daiam darah induk bunting 

sampai partus dan menghilang empat minggu setelah partus (DuPlants, 

2000). 

Penelitian yang akan dilakukan pada tahap ini adalah pembuatan 

antibodi terhadap PAS (Anti-PAS) pada hewan kambing, purifikasi anti

PAS de!,gar. metod€; Saturation Ammonium Sulphate (SAS) , peneraan 

titer anti-PAS dengan indirect ELISA dan sinkronisasi birahi pada sapi 

perah. 

1.2. Rl:musan Masalah 

Berdasarkan latar belakang masalah ~dng telah diuraiakan di atas, 

maka pokQk permasalahan yang timbul sebagai berikut : 

1.2.1. Apakah isolat protein PAS cotyledon sapi perah bunting bersifat 

imunogen sahil"gga dapat menginduksi terbentuknya antibodi 

terhadap PAS? 

1.2.2. Apakah antibodi terhadap PAS dapat digunakan sebagai bahan 

diagnostik untuk uji kebuntingan pada sapi perah ? 

1.2.3. Apakah ada perbedaan hasil diagnosis kebuntingan sapi perah 

dengan menggunakan PAS mikrotiter strip dibandingkan dan 

pemeriksaan kadar progesteron darah ? 
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1.3. Tujuan Penelitian 

1.3.1. Tujuan Umum 

Tujuan umum penelitian ini adalah membuktikan oahwa protein PAS 

mampu menginduksi respon imur. humoral yang ditandai terbentuknya 

anti-PAS dan membuktikan anti-PAS yang dihasilkan mampu mengenali 

protein PAS dari serum darah sapi ptlrah bunting sebagai dasar 

pengembangan salah satu tes kebuntingan dini pada sapi perah. 

1.3.2. Tuju2n Khusus 

1. Membuktiklln protein PAS dalam menginduksi terbentuknya antibodi 

teihadap PAS. 

2. Meng~aji paran antibodi terhadap PAS 3Cbagai bahar. diagr.ostik 

kebuntingan dini pada sapi perah. 

1.4.Manfaat Penelitian 

1.4.1. Manfaat IImiah 

Penelitian ini diharapkan mempunyai manfaat di bidailg ilmu 

petemakan dan khususnya ilmu kedokteran hewan, antara lain : 

1. Memberikan informasi ilmiah peran PAS sebagai antigen yang bersifat 

imunogen dan mampu menginduksi respon imun humoral dengan 

terbentuknya antibodi terhadap PAS . 

./ 

4 



2. Memberikan infonnasi ilmiah tentang teknik mikrotiter strip yang 

didasarkan pada reaksi ikatan anti-PAS dan proiein PAS untuk 

diagnosis kebuntingan sapi pe:rah. 

1.4.2. Manfaat Praktis 

Hasil penelitian ini diharapkan mempunyai rnanfaat praktis di bidang 

petemakan antara lain: 

1. Oapat digunakan sebagai diagnosis kebuntingan secara mudah dan 

Gepat oleh petemak sapi perah. 

2. Dap8t digunakan sebRgai model untuk diagnosis kebuntingan din! pada 

hewan mamalia lain. 
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BAB II 

TINJAUAN PUSTAKA 

2.1. Siklus Reproduksi Sapi 

Siklus reproduksi ialah ral1gkaian kejadian biologik ke!amin 

yang ber1angsung secara sambung-menyambung hingga ter1ahir 

generasi baru dari suatu makhluk hidup. Siklus iepruduksi meliputi 

pubartas. musim kelamin. siklus birahi dan aktivitaz seksual post partum. 

8eberapa faktor yang mempeng3ruhi sikius reproduksi adaiah 

lingkui1gan. genetik, fisiologik. hormonal dan psyc,'lOsosial. Tingkat 

fertilitas suatu individu dimulai pada waktu pubartas dan cipertahankan 

selama beberapa tahlln !:ebelum kemudian menu run selama pro"es 

ketuaan. 

2.1.1. Pubertas 

Pubertas atau dewasa kelamin ialah periode kehidupan 

makhluk jantan dan betina dim ana proses-proses reprcduksi mulai 

tp.rjadi yang ditandai o!eh kemampuan untuk pertarna kalinya 

memproduksi benih. Kejadian pubertas didasari oleh penyesuaian 

secara bertahap antara peningkatan aktivitas gonadotropik dan 

kemampuan gonad secara simultan dalam steroidogenesis dan 

gametogenesis. Pubertas pada sapi dicapai pada umur 8-13 bulan . 

./ 
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Sebelum masa pubertas, terjadi sekresi androgen dari kelenjar 

adrenal, androstendion, dehidroepiandrosteron dan 

dehidroepiandrosteron sulfat. Ini tidai< bertlubungan dengan perubahan 

dalam sekresi kortisol dan aldosteron dari kelenjar adrenal. Pada saat 

dimulai pubertas, konsentrasi gonadotropin dalam sirkulasi meningkat 

baik dailim peningkatan ampiitudo maupun frekuensi dari impuls periodik 

dari gonadotropin. 

Pada hewan jantan, sebagai respon dari sekresi gonadotropin, 

testcsteron secara progesit meningkat dari kadar yang rendah menuju 

ke Kadar dewasa. Setiap te~acii puisus LH setiap satu jam kemudian d!ikuti 

o!eh meni!1gkatan sakresi testosteron. Peningkatan testosteron yang 

bnggi dalam darah pada akhimya akan menekan sekresi gonadotropin 

oleh umpar. b5li~ negatif (nflgative feedback effecf). 

Pada hewan betina, sekresi estrogen secara bertahap akan 

meningkat sejalan dengar. respons dari gonadotropin pubertal y~ng 

meningkat sesuai dengan pembentukan folikel antral dimulai. Hal ini 

terjadi pada sapi dan domba. Dilain pihak, kadar estrogen hanya 

meni!1gkat pada babi 11 hari setelah lahir, pada waktu folikel antra: 

p&rtama tampak, sementara sekresi gon~ciotropin dimulai 3 minggu 

sebelumnya. 
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2.1.2. Siklus Sirahi 

Sikl'JS birahi lalah ritme fungsi faal tertentu dari sistem kelamin, 

yang ierdapat pada hewan temak setelah masa pubertas dicapai. Pada 

hewan temak, perkawinan terbatas hanya pada waktu birahi yang 

kemudian diikuti dengan te~adinya ovulasi. Pada manusia dan primata, 

perkawinan tidak terbatas selama siklus menstruasi, sedangkan ovulasi 

te~adi pada pertengahan siklus. 

Panjang siklus birahi pada saP! berkisar 20-21 hari. Secara 

lengkap panjang slkhJ;; birahl, I .. ma birahi dan waktu OVUlllSi dapat dilihat 

p~databelberikut: 

1 abel 2. 1. Lama s!klus birahi. lam .. birahi dan ovulasi 

~ - ----.- - - - - -~- ---:-:-:-----T 

HEWAN SIK!..US SIRAHI LAMA BIRAHi I 
Domba 16-17 hari 

Kamb;ng I 21 hari 

Babi '19-21 tiari 

Sapi 2i-22 hari 

Kuda 19-25 hari 

Kerbau 19-2:> (21 hari) 

, Dari dimulainya birahi 
" Setelah birahi berakhir 
, .. Sebelum akhir birahi 

24-36 jam 

32-36 jam 

43-72 jam 

18-19 jam 

4-8 hari 

12-96 (42 jam) 

-
OVULASi 

24-3ujam' 

30-36 jam' 

3~5jam·-

10-11 jam" 

1-2 hari'" 

Siklus birahi secara kasar dapat dibagi menjadi empat periode 

menurut perubahan-perubahan yang tampak maupun yang tidak tampak 

dari luar selama siklus birahi yaitu: proestrus, estrus, metestrus dan 
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diestrus. Proestrus merupakan periode persiapan yang ditandai dengan 

pemacuan pertumbuhan folikel oleh FSH. Folikel yang sedang 

bertumbuh menghasilkan cairan folikel yang mengandung hormon 

estrogen yang lebih banyak. Ho;mon estrogen inilah yang akan 

mempengaruhi suplai dsrah ke saluran alat kelamin dan meningkatkan 

pertumbuhannya. Vulva agak membengkak dan vestibulum menjadi 

berwama kemerahan karena adanya kongesti pembuluh darah. B~gian 

vagina dan cerviks membesar kare!1a pembengkakan sel-sel mukosa dan 

dimulaiish sekresi lendir dari saluran serviks. Proestrus pada sapi 

beriangsung selama £ - 3 hari. Pada periode ini biasannya sapi akan 

menolak bi!a dinaki pejantan maupun sesama betinanya. tetapi akan 

berusaha menaiki betina yang lainnya (JIJmping heat). 

Perioda estrus merupakall m~sa ke!nginall kawin. periooe ini 

ditandai dengan manifestasi birahi secara fisiko Sapi akan sering 

menguak dan biasanya tidak tenang. nafsu makan dan memamah biak 

menu run Vulva makin membengkak dan mukosa vulva berwama merah 

keunguan. pengeluaran lendir yang terang tembus kurang begitu jelas . 

Selama periode ini folikel terus berkembang dengan cepat. Gejala fisik 

yang jelas tampak dari luar dan sudah diketahui oleh petemak adalah 3 

A (Abang. Abuh dan Anget). Apabila sapi betina tersebut dilepas 

dipadangan maka akan mencari pejantan untuk mengawininya dan 

akan menaiki sesama betina. Sapi yang tepat berada pada periode birahi 

ini apabila dikumpulkan dengan sesama betina akan memperlihatkan 
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tingkah <liam bita dinaiki (Standing heat). Gejala ini adalah yang 

terpenting dari gejala-geja!a yang lain. Ekor biasanya diangkat dan lendir 

transpa:an menggantung atau melekat pada pangkal ekor. Vulva 

membengkak, lunak, oedematous dan relaks. 

Pada remeriksaan vaginal, mukosa vagina merah dan 

oedematous. Lendir birahi tidak begitu banyak yang terdapat di dalam 

vagina berasa! dari sel-sel selaput lendir serviks dibawah pengaruh 

estrogen. Pada puncak birahi viskositas lendir tersebut paling rendah 

dan elastistasnya pengalirannya paling tinggi, apabiia !endir tersebut 

dioleskan tipis pada geias obyei< dan dikeringkan, maka NaCI yang 

terlihat dalam kadar tinggi akan berkristalisasi dan membcrikan pola 

aborisasi yang khas. Os servikalis ekstema berwarna merah jambu. 

Oedematous, agak mengendoi dall mellib:.;!-.a pada waktu eestrus. 

Pembuatan preparat ulas vagina selama proestrus dan estrus 

menunjukkan peningkatan jumlah sel-sel yang berkornifikasi, tetapi "ariasi 

perubahan tersebut terlampau besar antara individu kambing sehingga 

cara ini tidal< dapat dipakai sebagai indikasi birahi. Kira-kira 3 jam 

setelah J:erkawina!l jumlah leukosit meningkat pesat. Hal ini 

keml.!ngkinan disebabkan oleh adanya semen di dalam alat reproduksi 

hewan betina. 

Metestrus ditandai dengan berhentinya birahi yang tiba-tiba. Pad a 

periode ini te~adi ovulasi dengan pecahnya folikel dan rongga folikel 
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secara berangsur-angsur akan mengecil. pengeluaran lendir dari serviks 

juga telah berhenti. 

Periocle diestrus merupakan periode a~ir dari siklus birahi. 

dimana ditandai dengan berkembangnya korpus luteum dan menghasilkan 

hormon progesteron. Oleh pengamh hormon progesteron inilah 

endometrium menebal. kelenjar dan urat daging uterus berkembang. 

sebagai persiaoan uten.ls untuk menampung dan memberi makan 

embrio serta pembentukan plasenta bila te~adi kebuntingan. Bila ovum 

tdak terbuahi (tidak te~adi kebunting,m). korpiJS luteum akan tetap 

berfungsi se!ama kurang lebih 19 hari. Selama diestrus vagina terlihat 

Pllcat dan kering. mukus sedikit serta agak liat 

2.1.3. Per'.<awinan 

Di samping harus diketahui cara inseminasi yang paling baik. 

pertu juga diperhatikan waktu inseminasi yang tepat. Oleh karena 

banyak sekali faktor-faktor yang harus diperhatikan untuk berhasilnya 

program inseminasi ini. seperti umur ovum yang pendek. begitu juga 

dengan daya hidup spermatozoa yang teratas (Anonimous. 

i986).Walaupun umur spermatozoa lebih panjang dari pada umur ovum 

akan tetapi spermatozoa di dalam saluran alat kelamin betina pertu 

mengalami peruahan-peruahan terlebih dahulu sebelum spermatozoa itu 

dapat membuahi ovum (Djanuar. 1985). Balai Inseminasi Lembang (1984) 

membagi saat inseminasi menjadi lim?" katagori yaitu; tertalu cepat. baik. 
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baik sekali,sedang dan terlambat. Selanjutnya disebutkan pula bahwa 

kemungkinan konsepsi (kebuntingan) bila diinseminasi pada saat-saat; 1). 

pennulaan biahi adalah 44 %, 2). pertengahan birahi 82 %, 3). akhir birahi 

75 %, 4). enam jam sesudah birahi 62.5 %, 5). 12 jam sesudah birahi 32.5 

%,6). 18 jam sesudah birahi 28 %, 7). 24 jam sesudah birahi 12 %,8).36 

jam sesudah birahi 8 % dan 48 jam sesudah birahi 0 %. 

Penelitian yang dilakukan oleh Pusat Inseminasi Buatan dan 

penelitian tandingannya memiliki hasil yang hampir sama. Hasil tersebut 

pada u!Tlumnya mgnunjukkan angka i(onsepsi yang lebih rendah dari 

pada angka konsepsi tertinggi biia sapi-sapl tersebut dikawinkan pada 

awal birahi atau lebih dari enam jam sesudah birahi. Hasil tertinggi akan 

didapatkan bila sapi-sapi tersebut dikawinkan terhitung diantara 

partengl'lh.m birahi sampai akhir birahi. Menurut anju;an Tiimoorer (1948) 

dibuat suatu patokan,bila sapi itu mulai birahi pada waktu sore hari 

sesudah jam 12.00 siang supaya dikawinkan sebelum jam 12.00 pada 

hari berikutnya. 

2.1.3.1. Penailgkapan Sel Telur 

Lepisan massa cumulus oophon.:s yang mengandung oosit dan sel 

corona menempel pada stigma sehingga mudah disentuh oleh kinosilia 

dari fimbriae. Mula-mula ovum ditranspor dengan sendirinya melalui 

ostium dan kemudian beberapa milimeter dari ampula gerakannya 

dipengaruhi oleh silia. 

./ 
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MILl!' 
J'EItf>lJSTAKAAN 

IJNIVIiRStTAS AlRlANGG6 

Sll~i\BAYA 

Mekanisme fisiologik penangkapan sel telur yang baru 

diovulasikan oleh ovid uk, be, gantung pada beberapa faktor. 1. Struktur 

yang khas fimbriae dari infundibult:m dan hubungannya dengan 

permukaan ovarium pada saat ovulasi; 2. Po!a pembebasan cumult:s 

oophorus yang terdapat pan a sel telur pacia waktu ovulasi; 3. Biofisik 

yang terkandung dalam cairan folikuler yang mempengaruhi cumulus 

oophorus dan; Koordinasi kontrai<si dari fimbriae dan ligamen utero 

ovarica. 

Pao!! waktu ovulasi, fimbriae penuh dengan darah 5ehingga 

mendekati<ar. pada pennukaan ovarium oie;, aktivitas otot dari 

mesotubarium. Fimbriae dan infundibulum terdiri dari struktur erektil yang 

kaya akan pembuluh darah dan jaringan otot. Selama estrus aliran 

darah !I.e; fimbriae meniilgkClt, sehingga menyebabkan t"pi atau ujung dari 

fimbriae menjadi oedematus. Aktivitas kontraktil dari fimbriae, ovid uk dan 

ligamen sebagian dikcrdinasi oleh mekanise honnonal dimana didalamnya 

terlibat perbandingan estrogen dan progesteron. 

2.1.3.2. Transpor Gamet 

Sel Sennatozoa dan se! telur mammalia mengalami beberapa 

perubahan maturasi sebagai persiapan untuk fertilisasi. Sel spermatozoa 

dan sel telur mempunyai selang waktu hidup (fertil life) yang relatif pendek 

(20-48 jam), terjadinya fertilisasi bergantung terutama pada transpor dari 

garnet di dalam saluran reproduksi betina. Transpor gamet di dalam 

saluran reproduksi betina ./merupakan kerja dari kontraksi saluran 
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tersebut yang diatur oleh sistem saraf pusat, refleks dan aktivitas 

hormonal. Substansi farmakologik aktif dalam semen merangsang dan 

mengenc!alikan Kontraksi saluran reproduksi betina. Silia dari ovid UK dan 

sekresinya, serviks, uterotubal junction dan ampulary isthmus junction 

memegang peranan yang belum jelas. 

2.1.3.3. Transpor Spennatozoa 

Setiap spes:es hewan berbeda tempat deposit semen di dalam 

sailiran reproduksi betina pada waktu kopulasi. Pada sapi dan domba, 

karena volume semen yang kecil maka dideposltkan di ujung krania! dari 

vagina dan sebagian di serviks. Pada kuda dan babi yang besar 

volumenya, didepositkan melalui kailalis servikalis yang relakasi ke dalam 

uterus. 

Sel spermatozoa dalam transportnya terbilang unik, karena 

ditranspor melaiui beberapa cairan yang berbeda fisiclogik dan 

biokimianya misalnya, cairan testis, cairan epididimis, seminal plasma, 

cairan vagina, mukus serviks, cairan uterus, cairan oviduk dan cairan 

peritonial. 

Faktor fisiokemikal dan immunologik dalam vagina dan serviks 

pada waktu inseminasi memegang peranan penting dalam daya 

k~hidupan spermatozoa dan transpor ke uterus dan oviduk. Sekresi 

vagina menyebabkan spermatozoa tidak bergerak selama 1-2 jam 
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setelah inseminasi. Plasma seminal memainkan peranan penting dalam 

transpor dan fisiologik seprmatozoa. 

Dikenal tiga tahapan dalam transpor spermatuzoa di dalam saluran 

reproduksi betina yaitu transpcr sperma secara cepat, kolonisasi dan 

lambat. 

Transpor cepat dilakukan segera setelah inseminasi, sel 

spermatozoa akan menembus jonjot-jonjot lendir serviks yang kemudian 

secara cepat ditranspor melalui kanalis servikalis. Fase ini berlangsung 

2 - 10 menit dan dibantu oleh motiiitas spermatozoa, demikian juga 

penillgkatan aktivitas kontraksi dari myometrium dan mesosaiphinx 

selama koitus. 8eberapa spermatozua segera mel1capai ostium serviks 

1,5-3 menit setelah Inseminasi. Jadi beberspa spermatozoa dapat 

mencapai tempat pembuahsr. !!scara c.apat. Diketahui ba"'wa 

pembllahan te~adi hanya bila sejumlah tertentu spermatozoa sampai 

pada tempat pembuahan. 

Transpor spermatozoa juga dilakukan secara 

1 berkoloniSejumlah kumpulan spermatozoa terjebak dalam lipatan 

mukosa yang kompleks dari kripta serviks. Proses ini didorong oleh 

kenyataan bahwa jonjot dad lendir serlliks menolong spermatozoa 

langsung ke kripta serviks dimana reserve tersebut dibentuk. Walaupun 

beberapa Isel lekosit diproduksi pada serviks tetapi masih lebih sedikit 

daripada yang terdapat pada vagina dan uterus. Pelepasan dari sel 

sermatozoa yang terjadi secara berkoloni ini penting bagi fertilitas. 
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Timbunan sel sennatozoa paling banyak terdapat pada ovid uk. 

Spennatozoa meninggalkan serviks mela!ui transpor aktif (motilitas) dan 

transpor pasif melalui kontraksi serviks dan uterus. 

Pad a spesieshewan dimana semen diejakulasikail pada komua 

uteri, timbunan spennatozoa te~adi di utero tubal juction, s6perti 

misalnya pada babi, atau pada kelenjar uterus seperti pada anjing. Pada 

beberapa spesies hewan transportasi spennatozoa dipengaruhi oleh 

prostaglandin yang terdapat dalam semel"!. 

Transpor spennatozoa secara pel an te~adi seteiah timbunan 

spennatvzoa pada reservoir telah cukup. transpor ini be1alan secara 

pelan bergantung pada motilitas spennat(lzoa dan aktivitas kontraksi 

myometrium dan mesosalphinx. 

2.1.3.4. Transpor Spermatozoa pada Serviks 

Mulmsa ssrviks pen!Jh dengan alur-2lur dan celsh-celah kripta) 

yang mempunyai beberapa fungsi: a) Menerima spennatozoa yang 

menembus untuk fertilisasi dan mengham~3t migrasi pada suatu fase 

dari siklus. b} Merupakan tempat reservoir spennatozoa. c) Melindungi 

spennatozoa dari iingkungan vagina yang tidak cocok dan dari fagositosis 

leukosit. d) Memberikan energi yang dipertukan spennatozoa. e) Sebagai 

saringan spennatozoa yang cacat atau tidak motil. f) Kemungkinan 

berperan dalam kapsitasi spennatozoa. 
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Lendir serviks yang berkumpul pada vagina, mengandung cairan 

yang berasal dari endometrium, oviduk, folikel dan peritoneal. Selain 

itu juga mengandung lekosit, reruntuhan sel-sel dari uterua dan serviks 

serta ~pitel vagina. Lendir serviks pada saat ovulasi, terbentuk dari 

makromolekul yang merupakan ikatan dari unit yang terdiri dari 100 -

1000 mikromolekul. Mikromolekul tersebut berang!<:a oligosakarida dan 

ikatan asam sialat. Molekul organik dengan berat rendah termasuk 

gula (glukose, maltose dan mannose) serta asam amino. Lendir serviks 

juga mengandung protein, mikro elemen dan enzim. Keseimbangail 

fisiologik dari steroid yang berasal dari ovarium penting daiam inisias! 

dan mempertahankan populaai spermatozoa dalam serviks setelah 

inseminasi, telutama setelah sinkronisasi birahi. Ketidak-seimbangan 

hormon progesteron dan estiOgen dapat mempengar..:hi transport 

spermatozoa dengan melalui cara mempengaruhi kuntitas dan kualitas 

terciri dari sekresi lendir serviks atau motilitas dari saluran reproduksi. 

2.1.3.5. Transpor Spenna dalam Uterus 

Aktivitas kontraksi dari vagina dan myometrium memegang 

peranan utama dalam transpor spermatozoa melalui uterus. Sejumlah 

besar spermatozoa menyerbu kedalam kelenjar uterus. Hal ini 

merangsang endometrium mengeluarkan lekosit yang akan memfagosit 

sejumlah spermatozoa hid up maupun yang mati. 
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2.1.3.6. Transpor Spenna aalam Oviduk 

Ovid uk mempunyai fungsi yang unik dalam transpor spermatozoa 

dan sel telur, <limana kedua fungsi transpor yang bertawanan tersebut 

dapat dijalankau secara simultan. Pola dan kecepatan transpor 

spermatozoa di dalam ovid uk dikontrol oleh bererapa mekanisme 

seperti peristaltik dan antiperistaltik dari otot ovid uk, kontraksi yang 

kompleks dari lipatan mukosa oviduk dan mesosalphinx, cairan yang ada 

dan aliran balik yang ditimbulkan oleh aliran silia. Pada oviduk burung 

dara, dan kura-kura, terclapst dua sistem kinosilia yang satu mengarah 

pada o'larium dan yang lainnya mengarah pada kloaka. 

Pola transpor spermatozoa melalui oviduk diselenggarakan oleh 

peristaltik dan antiperistaltik otot dan kontraks! dar. lipatan mukosa serta 

mesosalphimr. Frekuensi dan amplitudo kcntraksi dari otot oviduJ.. 

sirkular dan longitudinal mesosalphinx dan mesotubarium dikontrcl oleh 

hormon-hQrrnon dan ovarium, adrenergik dan nonadrenergik, serta 

beberapa komponen plasma seminal seperti prostaglandin. Pola dan 

amplitudo kontraksi bervariasi pada tempat (segmen) yang berbeda dari 

ovid uk. Pada Isthmus, kontraksi peristaltik dan antiperistaltik bersifat 

segmental dan hampir menerus (bersinambungan), sedangkan pada 

ampulla gelombang kontraksi peristaltik bertangsung segmental dan lebih 

lemah. Spermatozoa ditranspor ke ampulla dengan cara perubahan 

relaksasi dari ampullary-Isthmus junction atau oleh gerakannya sediri, 

sampai sekarang belum diketahui. 
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2.1.3.7. Kontrol Endokrin terhadap Transpor Spennatozoa 

Hormen-honnon yang berasal dari ovarium diketahui mem-

pengaruhi transpor spermatczoa pada saluran reproduksi betina. Hormon 

yang berasal dari ovarium mempengaruhi a) struktur dan ultrastruktur 

serta aktivitas sekresi dan epitel serviks, uterus dan ovid uk. b) aktivitas 

kontraksi dari otot uterotusbal. c) Kualitas dan kuantitas karakteristik 

dari sekresi lendir servik dan sekresi uterus serta ovid uk. Perubahan-

perubahan juga te~ad! pada kandungan protein, aktivitas enzilll, 

komposisi elel..irolit, tegangan !)ermukaan dan konduktivitas dan cairan 

tersebut. Peningkatan dari sejumlah estrogen endogen selama fase 

preovulasi atau pembenan sintetik estrogen akan menyebabkan 

perubahan pad a lendii sarvik dimana akan lebih enC€r. Transpoi 

spermatozoa di dalam salur::ln reproduksi betina juga dikontrol oleh 

honnon oksitosin dan sistem syaraf simpatik serta para simpatik. 

Epinephrin, acetylcholin, histamin dan beberapa vasa konstriktor 

berpengaruh dalam kontraksi uterus, tetapi pengaruhr.ya !ingan. 

2.1.3.8. Hiperaktivasi dari Motilitas Spennatozoa 

Kecepatan spermatozoa dan pcla motilitas spermatozoa 

dipengaruhi oleh tempat /segmen dari saluran reproduksi betina dimana 

spermatozoa tersebut ditranspor. Percepatan spermatozoa te~adi 

terutama pada ovid uk mendekati waktu ovulasi dan mung kin berkaitan 
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dengan kapasitasi spermatozoa dan reaksi akrosom. Secarn normal 

spermatozoa ditahan pada isthmus dari oviduk. Karakteristik fisik dari 

isthmus adalah sempitnya lumen, viskositas lendir isthmus, temperatuf 

lokal yang lebih rendah, geral( dari silia prouterin dan kontraksi otot 

ovid uk. Interaksi fisiologik antara spermatozoa dan lingkungan isthmus 

termasuk mempengaruhi motilitas spermatozoa. Keaktifan berenang 

spermatozoa juga dapat dipengaruhi dengan mengencerkan media yang 

terdapat pada isthmus dengsn cara memberikan media buatan atau cairan 

smpula. Bila pyruvat tercapat dalarn media terseb1l1, hiperaktivitas flagela 

dirangsailg, tidak demikian bila hanya glukosa saja yang terdapat pada 

media tersebut. Ion K+ dan pyruvat mempunyai kebalikan terhadap 

motilitas spermatozoa. Bila konsenirasi ion K+ ditingkatkan, maka 

akamnenghambat sedsrlgkan bi!s piruvat meningkst, maka il!tan merang· 

sang motilitasnya. Hal ini penting bagi penyiapan media untuk iertilisasi 

invitro. 

Keasaman (pH) cairan pada saluran reproduksi betina berbeda

beda. pH dari vagina umumnya adalsh 2sam yaitu sekitar 4.0; lendir 

serviks 8.4; uterus 7.8; cairan ovikuk 7.1-7.3 oada fase folikuler dan 7.5-

7.8 pada fase luteal. 

2.1.4. Kebuntingan 

Periode kebuntingan dimulai dengar. pembuahan dan berakhir 

dengan dilahirkannya anak yang hidup. Pertumbuhan dan perkembangan 
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individu baru selama Kebuntingan merupakan hasil perbanyakan, 

pertumbuhan, perubahan susunan serta fungsi sel. Peristiwa t3di 

mempengaruhi perubahan-perubahan tertentu, beberapa diantaranya 

merupakan ciri ciari tahap perkembangannya. 

Perkembangan anak dalam kandungalo berlangsung terus 

menerus, namun kebuntingan dinyatakan terdiri dari tiga tahap yaitu 

periode ovum, periode embrio dan periode fetus. 

Periode ovum adalah periode yang dimulai dari fertilisasi sampai 

implantasi, periode embrio dimulai dari implantasi sampai saat dimu!ainya 

pembentukan a!at-alt tubuh bag ian dalam. Kemudian disambung 6engan 

periooe fetus yaitu periode yang dimulai dari ternentuknya alat-alat bag:an 

dalam. bagian ekstrimitas samapi dilahirkan (Menurut Robert,1956). 

Sedangkan men ... rul Hafez (1974) mengatak&n bah .... a periode OVUill 

dimulai dari ovum diovulasikan sampai te~adi fertilisasi, Periode embrio 

dimulai sejak te!jadl fertilisasi, impiantasi sampai terbentuknya alat-tubuh 

bag ian dalam dan selanjutnya disebut periode fetus. 

2.1.4.1. Bentuk Makroskopis dan Mikroskopis Plasenta 

Setelah te!jadi implantasi embrio pada bag ian endometrium 

uterus,selanjutnya te~adi pertautan trophoblast kedalarn endometrium. 

Nutrisi awal untuk embrio adalah berasal dari uterine milk (histotrophl susu 

uterus). Seiring dengan perkembangan embrio maka terbentuk jalinan 

tenunan tubuh ernbrio dengan induknya yang berfungsi untuk penyaluran 
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nutrisi dari induk ke fetus dan membuang zat-zat yang dikeluarkan cleh 

anak menuju induk . Jalinan ini disebut pbsenta. Plasenta terbagi menjadi 

tiga bagian yaitu bag ian dalam yang menyelubungi fetus oiseout amnion, 

. bag ian yang terdapat diantara chorion dan amnicn adalah alantois. 

Se!&put yang menyelubungi fetus di bagian terluar disebut chorion. 

Chorion adalah bagian lapis paling luar dari trophoblast. 

T erbentuknya jaringan plasenta karena penjalaran trophoblast amat 

tergantung dari spesies hewan. Pada sa:>i, kambing dan domba lapis sel 

paling luar ciari trophobiast yang berscrotuhan dengan epitei kal1.inKLila 

segera rllelarutkall sel-sel epitei viIi trophoblast, sedailg pada pcrmUl':aan 

endometrium yang tidak didapati karunkula tioak terjadi pembentukan 

:>Iasenta. Plasenta yang terbentuk pada sap;, kamb;ng dan domba disebut 

Coty:6dcnaria. Pada tabi dan kueJa, endometriumnya tidc;k mempunyai 

karunkula, maka plasenta yang terbentuk dari hubungan superiicial dari 

epitel endometrium aengan epitel chorion. Belituk plasenta ini diS'.!but 

Difusa. Dua tipe lain dari plasenta adalah Zona ria terdapat pada anjing 

dan Diskoidalis terdapat pada kern, manusie, tikus, marmot, kelinci. 

Berdasarkan strLiktur histologisnya, tipe plasenta dapat dibedakan 

antar spesies berdasarkan jumlah lapisan tenunan sel yang memisahkan 

aliran darah induk dan ali ran darah anak. Epitheliochoriale adalah plasenta 

difusa dimana darah induk dan anak dipisahkan oleh dua lapis epitel, dua 

lapis endotel dan dua lapis tenunan pengikat dari induk dan dari anak. 

Syndesmochoriale pada plasenta coti/edonaria, yang mempunyai satu 
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lapis tenunan epitel lebih tipis dari epiteliochoriale. Endotheliochoriale 

pad a plaser,ta zOilaria dimana darah induk d:m anak dipisahkan oleh tiga 

lapis ter-unan sel dari :mak yaitu endotel , tenunan pengikat dan tenunan 

epitel trophoblast, sedang dari induk hanya satu te:1um'!n sel endotel saja. 

Hemochoria!e adalah plas<::nta diskoidale dimana darah anak dan induk 

dipisahkan oleh tiga lapis tenunan sel yang semuanya berasal dari 

trophoblast. Hcmoendotelial pad a plasenta diskoidale (kelinci) yaitu darah 

induk dan anak hanya dipisahkar. oleh satu lapis tenunan sel endotel dari 

pembuluh darah anak. 

Lama kebuntingan dill iiung sejGtk fertil isasi :;arnpai lahir, (lieh 

karena tertilisasi tidal-: dapat diketahui dengan tepat, biasanY::l kebuntingan 

dimulai sejak perkawinan yang teraKilir sampai te~adi keiahiran. Peri ode 

kebuntingan dihitur.g mu!a: saat fertilisasi saiTopai ke:ahira:1. Beidasa:kaOi 

hal ini maka perhitungan yang dipakai peternak tidak tepat bisa lebih 

panjang beberapa jam samapi beberapa hari. Terjadinya fertilisasi pada 

setiap spesies tidak sarna, misalnya pada sapi te~adi 11 sampai 15 jam 

setelah inseminasi. Lama kebuntingan dipengaruhi oleh fc,kto~-faktor 

maternal, gentik, fetus dan lingkungan. 

Pembesaran voll2me uterus pada permulaan kebuntingan sebagian 

besar disebabkan oleh pertambahan cairan amnion dan alantois. Pad a 

pertengah keountingan pertambahan volume cairan sarna dengan volume 

fetus. Sedang pada kebuntingan akhir, volume uterus sebagian besar 

dipenuhi oleh fetus . 

./ 
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2.1.4.2. Perubahan A1at Kelamin Betina Salama Kebuntingan 

Vulva dan Vagina 

Setelah fertilisasi, vulva dan vagina belum mengalami peru bahan, 

pada saat umur kebuntingan 6 - 7 bulan terlihat edema vulva terutarna 

pada sapi dara dan pada sapi yang telah beranak edema vulva baru 

terlihat pada umur kebuntingan 8,5 - 9 bulan. Perubahan vagina terlihat 

adanya pertambahan vaskularisasi mukosa vagina. 

S~rvik 

Perubahan pada servik t"'rjadi setelah jertiiisasi yaitu kripta-kripta 

servik menghasilkan lendir kanta!, semakin tua umur kebuntingan semakin 

ktmtal lendir yang dihasilkan. Perubahan lain adalah terjadi kontraksi tonus 

dari muskulatur servik menjelang kelahiran. Pada sapi, 2 - 5 hari sebelum 

;lartus otot servik merileks dan servik mulai terbuka. 

Uterus 

Perubahan yang terjadi pada uterus setelah fertilisasi adalah 

peningkatan vaskularisasi pada endometrium, kelenjar-kelenjamya 

tumbuh lebih panjang dan berkelok serta akan menghasilkan susu uterus 

(histotroph), muskulatl!r uterus lebih tenang karena pengaruh progesteron. 

Setelah implantasi penyaluran nutrisi dari induK ke anak serta zat buangan 
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dari anak ke induk lebih lancar karena adanya hubungan yang lebih erat 

dari tropoblas dengan pembuluh dam!"! pada endometrium. Karena 

perluasan tropoblas, maka uterus juga mengalami pertumbuhan 

. muskulatur dan jaringan kclage'l. 

Pada sapi, kuda dan kerbau, pada umur kebuntingan 90 han 

komua bunting mulai turun. Kebuntingan 4 bulan apex komua yang 

mengandung fetus telah sampai ke dasar rongga abdomen. Kebuntingan 

5 bulan, dasar rongga abdomen seluruhnya dipenuhi uterus yang bunting. 

Dengan beltambahnya umur kebuntingan maka jarak dinding uterus 

dengall rektum nlenjaOi bertamba!"! dakat dan pada kebulltingan 9 oulan 

dinding uterus dan rektum saling berssntuhan. 

Setelah pertukaran nutrisi melalui pembuluh darah ber1angsung baik, 

pertumbuhan embrio manjadi lebih cepat. Tida!< ada spesies yang 

mempunyai stn.:!duk pembuluh darah dalam plasentanya yany bersifat 

langsung dari anak ke induk, selalu ada lapisar. tenunan yang menyekat 

ali ran darah anak dan aliran darah induk, fungsi penyekat ini untuk 

menyeleksi zat-zat yang mengalir dari indek ke anak. Untuk melindungi 

sekat dari kerusakan karena te~adinya kenaikan tekanan darah iilduk atau 

snak, maka dalam plasenta terdapat sistel11 shunt yaitu hubungan tembus 

dari kapiler ke kapiler. 
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Ovarium 

Setelah ovulasi terbentuklah kawah bekas folikel yang pecah 

disebut korpus haemorriJagicum atau korpus rubrum. Selanjutnya te~adi 

proses !uteiilisasi dari sel granulosa dan sel teka membentuk sel-sel baru 

disebut sel lutein, sel Mein berproliferasi dan akhirnya memenuhi seluruh 

kawah dan membentuk jendolan diatas permukaan avarium disebut 

korpus luteum. 

Pada sapi dan domba, korpus luteum tumbuh pada hari ke-5 - 6 

setelah ovulasi. Bila tldak ada kebuntiilgan, korpus luteum akan 

Cliregresiic:an oleh prostaglandin F2 alfa ~ang dihasiikan oleh endometrium 

uterus. Selanjutnya kcrpus luteum yang tidak berfungsi akan beidegenasi 

dan berubah menjadi jaringan ikat berwama putih mengkilap disebut 

korpus slbican. Oiia terjadi kebuntiilgan mska !<orpus luteum teta!> 

berfungsi dan diseuut korpus luteum graviditatum dan akan berfungsi terus 

hingga akhir kebuntir:gail, terjadi pada sapi, comba, kambiilg, babi dan 

kerbau. 

Pada kuda, korpus lutcum awal hanya oerfungsi sampai bulan ke-5. 

Pada hari ke-40 o·Jarium kuda membentuk 10 - 15 falikel yang beberapa 

diantaranya ovulasi. Kuda tidak mengalami birahi karena CL yang pertama 

masih berfungsi menghasilkan progesteron. Dari folikel ini muncul CL baru 

yang jumlah cukup banyak satu ovarium bisa mengandung 3 - 5 CL baru. 

Korpus luteum baru ini disebut CL asesoris. Pada bulan ke-5, CL lama 

maupun CL asesoris akan regresidan pada bulan ke-7 CL tinggal sisa-
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sisanya, progesteron untuk rnerawat kabuntingan seluruhnya dihasilkan 

oleh plasenta. Pada akhir masa kebuntingan aldivitas ovarium dalam 

membentuk folikel meningkat sehingga kadar estrogen yang dlhasilkannya 

juga meningkat, hal ini menyebabkan kU<la yang hendak melahirkan 

menjadi birahi, tetapi secara klinis tidak terlall! jeias karena diimbal"'gi 

dengan adanya progesteron dalam peredaran darah. 

2.1.4.3. Peranan Honnon dalam Proses Kebuntingan 

Kelenjar ~.,dokrin yang terlibat da:am fase kebuntingen adalall 

korpus 11.1eum, iolikel, plasenia, hipotallimus, dan hipofisa. Kelenjar 

endokrin pendukung adalah tyroid dan adrenal. Hipotalamus dan hipcfisa 

merupakan kttlenjar pengaiur sedang yang memegang peranan utama 

adalah kOipl:s iuteum, penghasii proyesterons, plasenta, pcmghasi! 

progesterone dan estrogen dan folikel St:obagai penghas:1 estrogen ( hanya 

jeias pada kude, pada spesies lain yang bunting tidak ada folikel tumbuh). 

Korpus luteum memegang peranan penting untuk pertumbuhan 

makhluk hidup, mu1ai implantasi sampai pertengahan kebuntingan. Hampir 

semua temak bunting, plasentanya memproduksi estrogen. Hal ini dapat 

dianalisa dari urin Kuda, urinenya mengandung estron, estradiol 17 alta 

dan beta. , kambing dan domba, didapatkan estradiol 17 alta, babi, ~stron 

dan pada sapi, estran dan estradiol 17 alta. 

Pada kuda, plasentanya menghasilkan steroid dan gonadotropin (PMSG). 

PMSG berperan menghasilkan folikel , setelah ovulasi akan membentuk 
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korpus luteum asesoris yang akan menghasilkan progesterone untuk 

memelihara kebuntingan. Pada semua temal-:, kebuntingan tua, KL akan 

regresi, kadar progesterone aKan menurun terutama menjelang kelahiran 

sedang kadar estrogen akan meningkat sesual derogan pertambahan 

plasenta. Pola kenaikan kadar estrogen dan berat plasenta te~adi pada 

semua temai< tetapi tidak bertaku bagi rpogesteron. Pada wanita, 

progesterone tetafJ tinggi sampai kelahiran, sedang pada temak menurun 

menjelang kelahiran. 

2.1.5. Diagnosis Kebljntlngan 

Tanda umum te~adinya kebuntingan pada temak adalah tidak 

kembalinya birahi seteiah dikawinkan (Non return) tetapi hal ini ada 

kemungkinan tidak bun.ting tetapi adanya ko;pus luteuill persisten ata:..: 

gangguan hormonallainnya. 

arena keinginan manusia untuk mengetahui kebuntingan hewannya 

secara dini setelah dikawinkan maka ada beberapa teknik untuk 

mengetahui kebuntingan pad a temak. 

1. Palpasi Rektal 

2. Penggunaan Ultrasonographi (USG) 

3. Pemeriksaan Konsentrasi Hormon Progesteron 

4. Penggunaan Radiografi 

5. Pemeriksaan Antigen Embrio 
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2.1.5.1. Palpasi Rektal 

Pemeriksaan kebuntingan yang paling umum dilakukan adalah 

palpasi ovarium dan uterus dengan tangan yang dimasukkan lewat 

rektum. Tujuan palpasi rektal ada!ah mendeteksi adanya pembesaran 

utents yang bunting, memeriksa adanya fetus, arteri uterina media serta 

kotiledon yang membesar. Plapasi ovarium ditujukan untuk mengetahui 

adanya CL. 

Pemeriksaan kebuntingan dengan palpasi rektal depat dilakukan 

pada limur kebuntir.gar. 35 he~i tetapi diagnosis semakin akufat S€teiah 45 

- 60 hari kabuntirogan. Palpasi feldal.", dapat dilakukan pada sapi, Kerbau 

dan I':uda, sedang pada domba dar. kambing l!lItUI< di9gnosis kecuntingan 

dapat dengan cara palpasi abdominal. 

2.1.5.2. Penggunaan USG 

r-raser et al.(1968) telah menggunakan alat periksa (ultlesonik) 

yeng ditempelkan pada abdomen untuk mendeteksi fetus mulai 

kebur.tingan 9 minggu. Prinsip Ultrasound adalah suara ultra dengan 

frek~ensi sangat tinggi dan panjang gelombang sangat pendek yang 

dipantulkan dari bend a yang bergerak ke sumber transmisi darogan 

frekuensi yang sedikit berubah. Ini memungkinkan untuk mendeteksi 

aspek pulsus fetus uantung atau tali pusar), arteri uterus. Sinyal ultrasonik 

yang dipantulkan dari benda yang bergerak itu biasanya diperkeras dan 

dianalisis dengan pendengaran, dapat diubah menjadi gambaran visual 

29 

./ 



pada layar monitor. Angka keberhasilan alat ini dalam mendiagnosa 

kebu!ltingan sampai 93%. 

2.1.5.3. Pemeriksaan Konsentrasi Honnon Proges1eron 

Pemeriksaan dengar. mengetahui konsentrasi hormon progesteron 

bisa rnenggunakan sampel dari air susu atau plasma darah. i<onse!ltrasi 

progesteron dalam air susu biasanya seiajar der.gan yang ada dalam 

darah. Pemeriksaan dengan sampel air susu hanya cocok untuk sapi 

perah sedclng urltuk sapi dora <.ian polong kurar:g sesuai. Pemeriksaan 

progesteron dalam ail susu dapat diiakukar. pada han ke-21 - 24 setelah 

insem!nasL Uji negabf temyata 85 - 100% tepat pada hari ke 24 sedar.g 

uji positif hanya 80%. 

Pengllkuran konse:1trasi progestp.rCin dalam plasma darah perlfei 

dilakukan dalam upaya mendeteksi perbedaan dalam fungsi ovarium 

antara temak bunting dan tidak bunting. Pemeriksaan dapat dilakukan 

pada hari ke 17 - 18 kebuntingan dengan angka keberhasilan 85%. 

Pemeriksaan konsentrasi progesteron baik dari air susu maupun plasma 

darah dapat dilakukan dengan teknik Radioimmuno Assay (RIA). 

2.1.5.4. Penggunaan Radiografi 

Radiografi fetus didasarkan atas deteksi prose penulangan dengan 

memakai sinar X setelah hari ke-50 masa perkembangan fetus, angka 

keberhasilannya 90 - 95% pada tiga bulan setelah kawin. Tidak ada 
./ 
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pangaruh yang merusak dari teknik ini pada induk atau anak domba, dapat 

digunaken untuk mendeteksi snak kembar dua atau tiga tetapi alat ini 

jarang digur.akan karena mahal. 

2.'\ .5.5.Pemeriksaan 4ntigen Embrio 

Pendekatan lain yang dapat memenuhi syarat pendugaan untuk tes 

kebuntingan pada sapi adalah dengan mendeteksi adanya antigen khusus 

yang dihasilkan oleh embrio. Antigen khusus ini mungkin dihasilkan ol6h 

lapisan sei tropcblas dan capat didetek31 keberadCianya da!am dareh 

induk. 

2.1.6. Kelahiran 

Yang dimaksud keiahir<'n adalali proses fisiologik ciimaiOa utell's 

yang bunting mengeluarkan anak dan plasenta me1alui saluran kelahiran. 

Proses k:elahiran a"ak ditur.jang oleh perejanan kuat dan urat daging 

uterus, perut dan diafragma. Sebelum kelahiran didahului dengan 

beberapa tanda-tanda akan datangnya kelahiran. 

Pada sa!=i, te~adi relaksasi aagian servik terutama ligamentum 

sacrospinosum dan tuberosum, yang akan menyebabkan urat daging 

diatas pelvis mengenaor, Jika diraba urat daging di kanan dan kiri pangkal 

ekor terasa kendor dan lunak. Relaksasi urat daging pangkal ekor sekali

sekali disertai dengan kenaikan pangkal ekor, vulva menjadi lebih 

bengkak, kelenjar am bing membengkak edematous, kolostrum sudah 
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diproduksi yakni cairan dari kelenjar ambing yang kental berwama 

kekuningan. Selain tanda-tanda diatas, te.jadi perubahan pada lendir 

servik dan pembukaan servik. Pada kebuntingan tua, lendir servik bersifat 

serous. Pada 3 - 4 ;lari menjelang partus, lendir servik menjadi lebih 

banY2k volumenya dan bersifat cair. Pembukaan serllik dapat diikuti 

dengan memasukkan jari ke dalam lumen servik. 

Proses kelahi:an dapat dibagi menjadi tiga tahap, yaitu tahap 

permulaan atau tahap persia pan dan tahap penge!uaran fetus dan tahap 

peilgeluarsn piasenta. Tahap perejanan terbagl lagi menj2di 3 yaitu 

persiaran perejanan, perejamm kuat urtuk mengalu2rkan fetus dan 

perej~nan untuk mengeluark,m plasenta. Pad2 kelahiran nOITn21, tahap 

p<;lfmulaan berlangsung !ebih lama dar. tahap perejanan. Tahap 

pem.ulaafl dapat berlangsung beberapa jam atalJ hari sedang tahap 

perejanan dapat berlangsung dalam hitungan menit. 

2.1.6.1. Stadium Persiapan 

Stadium ini ditandai dengan intensitas kontraksi dari myometrium. 

Mula-mula kontraksi terjadi pada setiap 15 menlt sekali dengan lama 

kontraksi hanya 15 sampai 30 detik. Kontraksi dimulai dari apex komua 

menuju servik, akibatnya cairan dan membran allantois dan amnion 

menyusup ke lumen servik. Servik yang telah rnereleks sedikit demi sedikit 

terbuka. Kontraksi semakin lama semakin kuat dan jaraknya semakin 

pendek. Kontraksi perjadi setiap 3 menit sekali dan lamanya 20 - 40 detik . 

./ 
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Pada sapi, stadium persiapan lamanya berkisar 2 - 6 jam tetapi 

bisa sampai 24 jam. Akhir dari stadium persiapan servik terbuka luas 

sehingga servik, vagina dan vulva menjadi satu satu sa luran yang tidak 

jalas batas-batasnya. Membran allantois menyembul keluar vulva dan 

dapat pecah sehingga cairan allantois akan mengalir keluar. Sementara 

kantong amnion yang berisi fetus telah masuk ke dalam pelvis dan 

menyembul sedikit dari celah vulva. Jika kontraksi uterus terus berjalan, 

kepala dan kaki depan fetus akan masuk ke dalam ruang pelvis maka 

terjadilah rangsangan !<e pusat dan sumsum tlulsng punggung yang 

diteruskan uerupa refleks i<e urat daging perut cian diafragma. Bila urat 

daging perut dan diafragma terlibat dan bei"kontrak:si bersama-sama 

myometrium mai<a stadium persiapan selesai dilanjutkan dengan stadium 

pengeluaran fctlJs. 

2.1.6.2. Stadium Pengeluaran Fetus 

Stadium kedua ini bila tidak tidak terjadi hambatan akan 

berlangsung sangat singkat. Stadium persia pan berakhir dengan 

tersembulnya kantong allantois ke!uar dari ·,ulva.Kantong ini dapat tetap 

intak atau dapat pula sobek sehingga cairannya mengalir keluar. Tetapi 

jika kontraksi uterus terus berlangsung, kantong amnion akan masuk ke 

ruang pelvis beserta fetusnya dan akan mendesak kantong allantois lebih 

keluar dan pecGlh. Selanjutnya kantong amnion menyembul keluar. 
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Kantong amnion berwama abu-abu mengkilat, lebih tebal dan lebih kuat, 

tidak mudah pecah. Besamya kantong amnion pada sapi bisa sebesar 

tinju sampai sebesar kelapa dan berayun-ayun beberapa lama sampai 

perejanan kuat te~adi. 

Jika fetus telah masuk ke ruang pelvis maka fetus merupakan 

benda padat yang menimbulkan keregangan pada ruang pelvis maupun 

jalan keiahiran (scrvik, vagina, vulva). Rangsangan yang diterima oleh 

gerbang pelvis ini akan diteruskan ke susunan saraf pusat selanjutnya 

timbul refleks merejan yang kuat yang dilakukan secar<'l ~rsamaa:1 oleh 

myometrium, urat daging perut dan di~fragma. Dengan perejanan yang 

sern.akin kerap dan kuat ini, fetus dalam jalan kelahiran didorong kuat 

untuk keluar. Mu!a-mula kantong amnion pet'...ah cairan mengalir keluar 

yang rnempeimudah fetus meluncur keluar dari jalan kel::.ihiran. 

Kuda, sapi, domba dan kambing mempunyai tahap dan stadium 

pengeluaran fetus hampir sama. Yang berbeda ad~lah pada babi, anjing 

dan kucing. Pada babi sebelum melahirkan akan berputar-putar dalam 

kandang mencari tempat yang aman, kemudian berbaring. Jika perejanan 

perut terlihat maka kantong allantois mulai tersemhul keluar dari vulva dan 

pecah disusul penyembulan kantong amnion berwarna putih keabu-abuan, 

mengkilat dan bertahan lama di vulva dengan perejanan kuat fetus keluar 

setelah kantong amnion pecah. 
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2.1.6.3. Stadium pengeluaran !llasenta 

Beberapa saat sebelum proses keiahiran fetus dimulai, yaitu pada 

tahap permulaan viii-viii plasenta di beberapa tempat telah mengalami 

degenerasi. Proses degenerasi be~alan terus sambil uterus berkontraksi 

selama tahap permulaan. Setelah fetus lahir dan tali pusar putus, volume 

darah dalam viii-viii turun dengan cepat, dan selanjutnya viii-viii menjadi 

kempes dan mengkeret. Setelah fetus lahir lJ"terus tetap berkontraksi tetapi 

tak sehebat saat pengeluaran fetus. Kontraksi uterus yang tak tertalu 

keras ini masih cukup kuat untuk melepaskan plasenta felalis dari 

endometrium, disamping itu volume uterus berangsur-angsur m~njadi 

keeil. Pengurangan volume dan kontraksi uterus ini menyebabkan kripta-

kripta endometrium tempat pertautan v!li plasenta menjadi dangkal 

seh!ngga mudah tert~pa5 dan membaW2 p:asenta I6bih mendekati servik. 

Hormon yang memegang peranan dalam pengeluaran plas~nta 

adalah estrogen dan oksitosin. Keduanya memacu l!terus untuk 

berkontraksi. Oksitosin juga berperan membantu turunnya susu dari 

alveoli ke dalam saluran susu maka aktivitas anak yang menyusu juga 

membawa efek disekresikannya oksitosin yang membantu pengeluaran 

plasenta .. 

Pengeluaran plasenta pada kuda, sapi. kerbau, kambing dan 

domba karena pengaruh mekanik dan p~ngaruh honnonal. Pengaruh 

mekanik ialah pertama, karena beratnya bagian-bagian plasenta yang 

menggantung di luar vulva dan kedua, tarikan hewan ketika induk hewan 
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menjilat bahkan menggigit dan menarik serta memakan plasenta tsb. 

Faktor honnonal ialah pe!1Qaruh estrogen dar; oksitosin dalam memacu 

uter.Js untuK kontraksi dan memperkecil volume uterus sehingga plasenta 

terdorong ke dalam lumen servi!, . 

Waktu yang diperlukan untuk mengeluarkan plasenta berbeda-beda 

untuk setiap spesies hewan. Semakin sehat induk hewan semakin pendek 

waktu yang diperlukan. Pada sapi potong yang mempunyai kesempatan 

bergerak lebit. banyak maka stadium penge!uaran plasenta berlangsung 

0,5 - 1 jam.tetapi pada sapi pe,ah yang !ebih banyak aikandangkan 

pengeluaran plasenta berlangsung 1 - 8 jam. Pada domba, kambing aan 

kuda memakan waktu 0,5 - 3 jam. 

Setelah plasenta dikeluarkan, servii< mulai mengeluarkan lendir 

yar.g bc:nyak mengandur.g iekosit, befSifat mucous dan berfungsi sebagai 

sumbat servik untuk mencegah masuknya kuman dan vagina atau vulva 

ke uterus. 

2.1.6.4. Honnon yang berperan dalam proses kelahiran 

Oksitosin 

Oksitosin dinyatakan sebagai honnon yang memegang peranan 

penting dalam merangsang uterus untuk memulai berkontraksi. Tetapi 

pada penelitian selanjutnya membenkan hasil yang meragukan, pada 

induk hewan menjelang melahirkan bila dilakukan hipofisektomi yang 

diharapkan proses kelahiran tidak akan terjadi karena sumber oksitosin 
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tidak ada ternyata tetap terjadi kelahiran normal. Penelitian lain 

menyebutkan Kadar oksitosin sarna dengan pada fase kebuntingan muda 

hanya pada saat tahap perejanan untuk mengeluarkan fetus Kadar 

oksitosin merlingkat. Dapat disirnpulkan liahwa tahap persiapan bukan 

disebabkan oleh rangsangan oksitosin melainkan oleh hormon lain yang 

belum diketahui. 

Rangsangan apa yang diterima hipofisis anterior hingga Kadar 

oksitosin meningkat. Dasarnya adalah pada saat fetus meregangkan 

servik untuk membuka lumennya tarjadi rangsangan syaraf yang 

diteruskan ke otak rnenuju hipotalamus terutarna pada Ilukleus 

supraopticus dan paraventricularis untuk rnernproduksi cksitosin 

selanjutnya dialirkan ke hipcfisis posterior dan keluar melalui peredaran 

darah menuju urat daging vtcnJs. 

Mengapa selama kebuntingan muda Kadar oksitosin yang ada tidak 

menyebabkcln uterus berkontraksi. Dalam Sl'''tu penelitian dikatakan 

bahwa peran oksitosin dalam mempengaruhi :"ontraksi uterus ini 

dipengaruhi oleh peranan estrogen dan progesteron serta peranan ensim. 

Peranan estrogen dan progesteron 

Progesteron mengharnbat daya kerja oksitosin, sedang estrogen 

membuat uterus menjadi sensitif terhadap rangsangan oksitosin. Saat 

menjelang kelahiran, persiapan Kadar progesteron pada beberaj:oa 
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mamalia menurun sedang kadar estrogen naik. Kedua hormor. ini 

dihesilkan oleh plasenta. 

Peranan ens!m 

Dalam darah primata selama kebuntingan muda didapatkan ensim 

oksitosinase yang berfungsi meniadakan peranan oksitosin. Pada saat 

menjelang kelahiran kadar ensim menurun sehingga tidak ada hambatan 

terhadap oksitosin seh!ngga te~adi oksitosin pada uterus. Teori ini kurang 

mendapat dukungan. 

Progesterun 

Progesteron llleflJpakal' hom;on yeng memegang per~!r!an penting 

dalam menjaga kebuntingan dengan jaian mer.:egah te~adinya kontraksi 

urat daging uterus hingga uterus menjadi tenang. Jika korpus iuteum di 

buang maka kadar progesteron akan hilang dari pereda ran darah maka 

akan te~adi abortus. Pada saat plasenta terbentuk, maka progesteron dan 

estrogen akan diprcduksi oleh plasenta. Peroaooingan kadar progesterol' 

dan estrogen secara biologik telah diatur oleh plasenta sedemikian rupa 

sehingga imhangannya menyebabkan kebuntingan dapat bertangsung 

baik hingga saat kelahiran. Penurunan kadar progesteron menyebabkan 

estrogen dominan dalam urat daging uterus serta peningkatan kadar 

oksitosin dalam merangsallg uterus untuk memulai kontraksi. 
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Estrogen 

Sejak olasenta terbentuk estrogen juga muali terbentuk. 

Pertambahar. estrogen dalam darah ada korelasi positif dengan 

pertambahan berat plasenta. Sema;'in berat plasenta semakin tinggi Kadar 

estrogen dalam darah. 

Peran estrogen dimulai sebelum terjadi kebuntingan yaitu 

merangsang kontraksi uterus yang berfungsi membawa semen dari servik 

ke tempat fertilisasi, pada saat terjadi kebuniingan, estrogen merangsang 

uterus untuk berkontraksi baik sendiri maupull bersama-sama oksitosin, 

tetapi estrogen hanya mampu merangsang kontraksi uterus sampai tingkat 

kontraksi lemah tidak sampai terjadi kontraksi tonus. Sedangkan oksitosin 

dapat merangsang Llterus untuk berkontraksi secara kuat. 

Peran Prostaglandin dan Horman Lokal 

Liggin dkk. (1972) yang didukung oleh Thombum dkk.(1972) 

mengembangkan teori peranan hormon yang beredar dalam tubuh fetus 

yang telah mencapai umur tertentu dalam kandungan dan peristiwa 

dimulainya kontraksi urat daging uterus untuk memulai proses kclahiran. 

Percobaannya menggunakan domba, dibuktikan bahwa ACTH yang 

dihasilkan oleh hipofisa anterior fetus merangsang kelenjar adrenal , 

selanjutnya dari kelenjar adrenal akan dihasilkan glucocorticoid dan 

steroid (C19). Steroid ini melalui aliran darah menuju plasenta induk dan 

merangsang plasenta untuk menghasilkan prostaglandin F2 alfa (PGF2 

./ alta) dan menaikkan Kadar estrogensedangkan produksi progesteron 
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menu run. PGF2 alta akan merangsang kontraksi urat daging uterus, 

semakin tinggi kadar PGF2 alta semakin kuat kontraksi uterus. Me 

Cracken dkk. (1972) membuktikan bahwa PGF2 alta yang dihasilkan 

uterus selain mengalir ke jantung melalui vena, juga ada yang melintas ke 

arteri ova rica dan mempengaruhi korpus luteum, sehingga korpus luteum 

berdegenerasi dan produksi progesteron menurun. 

2.2. Pregnancy Associated Substance (PAS) 

Pregnancy Associated Substance (PAS) merupakan antigen 

khusus yang dapat ditemukan di da!am darah sapi bunting mulai umur 

kebulltingan 7 hari (Clarke et a/., 1978). Keberadaan PAS ini merupakan 

suatu respon imun sebagai akibat adanya kebuntingan (Bamea et a/., 

:WOO; How~rd, 1998; Transom, 2001). Serat molekul Pregnancy 

Associated Substance (PAS) pada sapi berkisar 6!H>7 kD. 

Pregnancy-Associated Substance dan da;:>at dideteksi pad a 6-24 

jam setelah fertilisasi pada semua spesies seperti mencit, manusia, babi 

dan domba (Cavanagh, 1996; DuPlants, 2000). PAS ditemukan setelah 

proses implantasl dan tetap berada di dalam darah induk sampai akhir 

kebuntingan dan menghilang sebelum partus (DuPlants, 2000). 

Sedangkan EI Amiri et at. (2000) mengemukakan bahwa pada lapisan 

superficial dari tropoderm ruminansia memproduksi Pregnancy associated 

glycoproteins (pAGs) yang merupakan suatu protein tanpa aktivitas 

hormonal dan keberadaanya dikaitkan dengan adanya kebuntingan dini. 
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Antisera terhadap PAS yang dibuat pada kelinci dapat diguanakan 

untuk menghambat pertumbuhan embrio mencit (DuPlants, 2000) deilgan 

jalan menghambat proses implantasi ,Bamea et al., 2000) dan dapat 

digunakan untuk tes diagnostik kebuntingan (Hafez, 2000; Knobil et al., . 

1988; Likes et al., 2002». 
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BAB III 

METODE PENELITIAN 

3.1. Rancangan Penelitian 

Penelitian ini dibagi dalam beberapa tahap yaitu : 

1. Karakterisasi anti-PAS hasil induksi isolat protein PAS Cotyledon 

sapi perah bunting. 

2. Diagnosis kebuntingan sapi perah dengan mengukur Kadar PAS 

sen:m tiaran. 

3. Diagnosis keburotingan sapi perah dengan mengukur kadar 

prog.:.steron serum darah. 

4. Diagnosis kebuntingan sapi perah dengan palpasi rektal. 

5. Uji validitas kebuntingar. sapi perah dengan meilgukur Kadar PAS 

serum darah, mengukur Kadar progesteron serum darah dan 

pa!pasi rekt.al. 

3.2. Sam pel Penelitian 

Penelitian ini menggunakan 6 ekor kambing PE jantan dar. 100 ekor 

sapi perah betina. Penelitian dilakukan di Fakultas Kedokteran Hewan 

Unair, Laboratorium Biomol FMIPA Unibraw, Petemakan sapi perah di 

UPT Ternak Dinas Peternakan Propinsi Jawa Timur di Tuban, Kediri dan 

Singosari Malang. 

42 



3.3. Metode Penelitian 

3.3.1. Metode Pengakural1 Kal1dullgan Glikoprotein, Karbohidrat dan 
Protein PAS (Aulani'am, 2005) 

3.3.1.1. Pengukuran Absorbansi Protein Standar 

Blanko clipipet sebanyak 200 IJI Glycoprotein Assay euffer, 

ditambah dengan 200 IJllarutan KI04 10 mM, dikocok dan diinkubasi pada 

suhu ruang selama 10 detik. Kemudian ditambah dengan 600 IJI 

Glycoprotein Detection Reagen dan diinkubasi selama 1 jam pada suhu 

ruang sambil digoyang Inenggunakan shaker dan diuKur serapannya 

dengan menggunakan speidrofotometer UV-VIS pada panjang 

gelombar.g 550 nm. 

Protein siandar, disiapkan 6 buah eppendorf untuk 6 protein 

standar (Lysozyme, Bovine Serum Albumin, Ovalbumib, .~o-Transferrin, 

Fetuin dan a1-Acid Glycoprotein). Selanjutnya dipipet 2CO lJi masing

masing protein standar, ditambah dengan 200 IJI l'irutan KI04 10 mM, 

dikocok dan diinkubasi pada suhu ruang selama 10 detik. Kemudian 

ditambah dengan 600 IJI Glycoprotein Detection Reagent dan diinkubasi 

selama 1 jam pada suhu ruang sambil digoyang menggunakan shal(er. 

Selanjutnya diukur serapannya dengan menggunakan spektrofotometer 

UV-VIS pada panjang gelombang 550 nm. Kandungan protein standard an 

kandungan karbohidrat total yang telah diketahui dapat dilihat pada tabel 

di bawah ini : 
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Tabel 3.1. Nilai Protein Standar an Kandungan Karbohidrat Total 
Berdasarkan Glikoprotein Karbohidrat Estimation Kit 23260 

Protein Konsentrasi Protein KarbohidratTotal (%) 
_(mg/ml) 

I Blanko 0 0 

Lysozyme 2,5 0 

Bovine Serum 2,5 Sedikit 

Albumin 

Ovalbumin 2,5 3,2 

Ape-Transferrin 2,5 5,8 

Fetuin 0,25 22,9 

Fetuin 2,5 22,9 

a1-Acid GlYGOprotein 0,25 41,4 
I I a1-Acid Glycoproteill 

I 
L,5 41,4 J 

3.3.1.2. Pangukuran Kar.dungan Glikoprotein, KarbGllidrat dan 
Protein PAS 

Disiapkan 2 eppendorf, 1 eppendorf diisi 200 IJI Glycoprotein Assay 

Buffer sebagai blanko dan 1 eppendorf diisi 10 lJl sampel iso!at PAS 

diencerkan sampai 200 IJI dengan pelarut Glycoprotein Assay Buffer. 

Kemudian masing-masing eppendorf ditambahkan 200 IJI Kalium Period at 

10 mM, di~omogenkan dengan vortex dan diinkubasi pada suhu ruang 

selama 10 menit. Selanjutnya masing-masing eppendorf ditambahkan 600 

;.11 Glycoprotein Detection Reagent, dihomogenkan dengan vortex dan 

diinkubasi pada suhu ruang selama 1 jam. Kemudian diukur serapannya 

dengan menggunkan spektrofotometer UV-VIS pada panjang gelombang 

550 nm dan diulang 3 kali. 
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Kandungan glikoprotein dan karbohklrat dari sampel diperoleh 

dengan membandingkan larutan standar proteinnya dengan menggunakan 

rumus (Anonimous, 1998) : 

Glikoprotein(mg/ml)=AbsorbansisampelX C protein (mg/ml)X pengenceran 
Absorbansi standar 

Karbohidrat(mg/ml)= Kandungan glikoprotein X % total karoohidrat standar 

Protein (mg/ml)= Kadar glikoprotein - Kadar karboh!drat 

3.3.2. Karakterisasi Anti-PAS Hasillnduksi Isolat Protein PAS 

4.3.2.1. Metode Imunisas; Kambing dengan Isolat protein PAS 

Sebanyak 6 ekor kambi01g PE jantal'! disuntlk secara sub kutar. 

dengan 150 il9 i:;olat PAS dalam Freund's Gompleteadjuvant Penyuntikan 

ulailg pertama dilakukan 4 minggu setelah penyuntikan pertama dengan 

100 119 isolat PAS dalam Freund's incomplete adjuvar.t. Pengambilan 

darah dilakukan pada mir.ggu ke 1-10 setelah penyuntikan ulang pertama. 

Peny:mtikan wang kedua dilakukan pada minggu ke lima setelah 

penyuntikan ulang pertama. Darah diambil pada masing-masing kambing 

sebanyak 5 cc melalui vena jugularis untuk dianalisis titer antibodi (anti-

PAS) dengan menggunakan indirect ELISA. 
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Jadwal pelaksanaan pembuatan anti-PAS 
minggu ke 

0 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 

I I I I I I I 
I 
I 

PAS PAS Drh Orb Orh Orh Drh Orh Orh Orb Orh Orb 
CFA IFA PAS 

IFA 

EPF-'-CFA : 150 I!g PAS dalam Complete Freund,s Adjuvant 

EPF+IFA : 100 Il9 PAS dalam Incomplete Freund,s Adjuvant 

Orh : Pengambilan darah 

3.3.2.2. Matode Purifikasi Anti-PAS dengan Saturated Ammonium 
Sulphaie (SAS) (Aulanni'am, 2005) 

Jemihkan cairan serum anti-PAS osri kontaminan-kontaminan 

lainnya dengan jalan sentrifugasi pada 17.000 9 selama 15 men it, 4 DC. 

Ambil supematan yang jemih dan biafkan cti t:ialam es. Tambahkan pelan

pelan dengan volume yang sarna amonium sulfat jenuh, biarkan peda 4 °c 

selama 2 j3m. Pindahkan cairan tadi ke dalam tabung sentrifus dan putar 

pada 1000 rpm, 10 menit, 4 0(.;. Pelet Oari eildapan yang didapat dicuei 2 

kali dengan 50 % amonium sulfat dingin. Pencueian dapat dilakukan 

dengan melarutkan pelet tadi ke dalam air dan selanjutnya diu!angi 

presipitasi dengan 50 % amonium sulfat. Pelet diiarutkan dalam aquades 

dengan 1/10 volume cairan semulC!. Pindahkan larutan tersebut ke dalarn 

tabung dialisis yang sudah dipersiapkan dan dialisa terhadap PBS pada 4 

°c dengan 2 kali pergantian volume. Sentrifus dan pisahkan presipitat, 

aliquot dalam volume keeil dan disimpan pada - 20°C. 
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3.3.2.3. Metode Pp.ngukuran Optical Density (00) Anti-PAS dengan 
Indirect ELISA (Rantam, 2003) 

Microplate 96 well dilapisi dengan iso!?t PAS sebanyak 100 ~I, 

kemudian diinku:Jasi pada 4 °c selama 24 jam. Setelah itu dilakukan 

pencucian dengan 0,05 % PBS-Tween 20 sebanyak· 6 kali dan di blok 

dengan BSA grade 5 dengan konsentrasi 1 %, kemudian dicuci dengan 

0,05 % PBS-Tween 20 sebanyak 6 kali. Setelah itu direaksikan dengan 

anti-PAS sebanyak 100 ~I dan diinkubasi pada suhu 37°C selama 1 jam. 

Selanjutnya dicuci 6 kali dan direaksikan dengan antibodi konjugate atka/in 

fosfatase dan diinkubasi pada 37°C 5elama 1 jam kemudisn dicuci. 

Se.teian itu ditambahkan substrat PNPP dan jlka warna pada kontrol sudah 

berubah menjadi kuning maka reaksi dihentikan. Has!! OD dibaca pada 

ELISA reader sistem BIO-RAD pada panjang ge:ombang 405 om. Reaksi 

yang tel)adi pada ELISA dapat dilihat pada gambar di bawag ini : 

3.3.2.4. Pengukuran Titer Anti-PAS dengan Menggunakan KUnia 
Standar Anti-PAS 

Pengukuran titer anti-PAS dilakukan dengan mengkonversi nilai 

optical density (OD) dengan kurva standar anti-PAS yang telah diketahui 

konsentrasinya, seperti pad a tabel di bawah ini : 
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Tabel 3.2. Konsentrasi dan Nilai Absorbansi da;; Anti-PAS Standar 

Konsentrasi (Ilg/ml) Abscrbansi 

20 1,741 

10 1,690 

5 1,645 

2,5 1,610 

1,25 1,591 

3.3.3. Diagnosis Kebuntingan Sapi Perah dengan Mengukur Kadar 
PAS Serum Darah 

:!.3.3.1. Koleksi Serum Darah Sapi Perah 

Darah diambil dari vena jugularis sap; perah PE 7, 14, 21 dan 28 

hun pasca inse;ninasi buatan disposable syringe 10 ml, kemlJdian 

ditampung dalam tabung reaksi dan ditutup. Tabung dimiringkan 45 ° dan 

didiamkan selama 2 jam pace suhu kamar. Kemudian disentrifus dengen 

kecepatan 3000 rpm selama 10 menit. Serum yang diaapat ditampung 

peda vial dan disimpan dalam freezer dengan suhu - 20°C. 

3.3.3.2. Diagnosis Kebuntingan dengan Mengukur Kadar PAS Serum 
Dar=-h 

lI.4ikrotiter strip didasarkan pada Sandwich ELISA dengan metoda 

sebagai berii(ut : Microplate 96 well dilapisi dengan anti- PAS sebanyak 

100 I.d, kemudian diinkubasi pada 4 °c selama 24 jam. Setelah itu 

dilakukan pencucian dengan 0,05 % PBS-Tween 20 sebanyak 6 kali dan 

di blok dengan BSA grade 5 dengan konsentrasi 1 %. kemudian dicuci 

dengan 0,05 % PBS-Tween 20 sebanyak 6 kali. Setelah itu direaksikan 
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dengan EPF (serum darah dari kambing yang diduga bunting) sebanyak 

100 III dan dilnkubasi pada suhu 37°C selamCi 1 jam. Selanjutnya dicuci 6 

kali dan direaKsikan dengan antibodi konjugate alkalin fosfatase dan 

diinkubasi pada 37°C selama 1. jam kemudian dicuci. Setelah itu 

ditambahkan substrat PNPP dan jika warna pada kontrol sudah berubah 

menjadi kuning maka reaksi dihentikan. Hasil 00 dibaca pada ELISA 

readersistem BIO-RAO pada panjang gelombang 405 nm. 

3.3.4. Diagnosia Kebuntingan Sapi Parah dengan i\IIengukur Kadar 
Progesteron Serum Oarah 

Kadar Progesteron serum darah diuku; dengar. Enzyme 

Immunoassay (EIA). Pada masing-maslng well dimasukkan 25 ~I laMan 

standar, sampe! dan kor.trol. Kemudiail dicampur dengan 100 i.1I ieagen 

Progesteronl:!-HRP conjugate. Selanjutnya pada masing-masing well 

dimasukkan 50 ~I reageil rabbit anti-progesterone. dan dikccol< (shakeI') 

selama 30 detik. Selailjutnya diinkubasi pada suhu 18-25 DC selama 90 

men it, kemudian dicuci 5 kali dengan aqua distilata. Setelah itu 

d!masukkan 100 ~I stop solution (1 N Hel) pada masing-masing well dan 

dikocok (shakeI') selama 30 detik. Niiai absorbansi dibaca pada ELISA 

readersetelah 15 menit dengan absorbansi 450 nm. 
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3.3.5. Diagnosis Kebuntingan Sapi Perah dfrngan Palpasi Reldal 

Palpasi rei-1al dilakukan pada umur kebuntingan 3 bulan. 

Pemeriksaan ini ditujukall untuk menemukan besamya uterus bunting, 

fetus, letak uterus bunting dan freemitus. 

3.4.Bagan prosedur penelitian 

3.4.1. Kanllkterisasi Anti-PAS Hasil Inauksi Isolat Protein PAS 
Cotyledon Sari Pe.ah Bunting 

~ 

Isolat Protein 
PAS Cotyledon 

Ilmunisasi Sub Kutan 
~ 

Kambil"g PE Jantan 

I 

~ 
Respon Imun Humoral I 

(Anti-PAS) I 

. r 
Indirect ELI~ 

I 
~ 

Profil 00 Anti- Profil Titer Anti-
PAS PAS 

Gambar 3.1. Bagan Prosedur Karakterisasi Anti-PAS I-iasil Induksi lsolat 
Protein PAS Cotyledon Sapi Perah Bunting 
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3.4.2. Diagilusis Kebuntingan dengan Mengukur Kadar PAS Serum 
Darah dan Pengukuran Progesteroo Serum Darah 

1 
7 hari 

Pasca IB 

I 
+ 

14 hari 
PascalB 

Sini<,ronisasi 
Birahi 

Birahi 

1 
Serum Darah 

I 
PAS 

21 han 
Pasca IB 

I 
Progesterol1 

Inseminasi 
Buat~n 

28 han 
Pesca !B 

Gambar 3.2. Bagan Prosedur Diagnois Kebu~tingan Sapi Perah dengan 
Mengukur Kadar PAS Serum Darah dan Pengukuran 
Progesteron Serum Darah 

51 



3.4.3. Diagnosis Kebuntingan Sapi Perah dengan Palpasi REktal 

Inseminasi 
Buatan 

Si!lkronisasi 
Birahi 

I 
i r 

Birahi 

1 
3 Bulan Pasca 

Pemeriksaan 
Palpasi Relctal 

Gambar 4.3. Bagan Prosedur Diagnosis Kebuntingan Sapi Perah dengan 
Palpasi Relctal 

3.5. Analisis Data 

Data penelitian yang didapal berupa kadar PAS serum darah perah 

pada 7, 14, 21, 28 hari pasca inseminasi buatan dan kadar progesteron 

pad a 21 hari pasca inseminasi buatan serta hasil pemeriksaan 

kebuntingan dengan palpasi rektal disajikan dalam bentuk deskriptif. Data 

mikrotiter strip (kadar PAS serum darah) dan kadar progesteron pada hari 

ke 21 pasca inseminasi buatan diuji validitasnya (Broaddus et a/., 2005) 
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dengan menghitung persentase sensitifitas, spesifisitas, predeksi negatif 

dan positif, akurasi dengan rumus sebagai berikut : 

Tabel 3.3. Uji Validitas Kebuntingan Kambing (Sensitivitas, Spesifisitas 
dan Akurasi) 

Palpasi Rektal Kadar PASlKadar Progesteron Total i 
positif bunting tidak bunting 

Bunting a b a+b 

.:--
Tidak bunting c d c+d 

Total a+c b+d 
-

a : true posItives (hasil p<l!pasi abdominal bunting dan kadar PAS positif 

atau kadar progestero'1 > 1 ng!ml) 

b : false positIVes (hasd paipasi abdominal tidak bunting dan kadar PAS 

positif atau kadar progestercn > ; ng/ml} 

c : false negatives (hasil paloasi abdominal bunting dan kaclar PAS 

negatif :nau kadar progesteron s 1 ng/ml) 

d : true negatives (hasil palpasi abdominal tidak bunting dan dan kadar 

PAS negatif atau kadar progesteron s 1 nglml) 

[SenSitiVity 

a+b 

Positive predictive value : a 
a+c 

Accuracy: a + d 
A+b+c+d 

d 

c+d 

~egative Predictive Value : _d _ 
b+d 
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BABIV 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

8ab Ini memuat data penelitian dan analisis hasil penelitian yang 

sesuai dengan tujuan dan hipotesis. Data hasil penelitian disajikan daiam 

bentuk tabel, grafik, foto atau gambar yang disusun sesuai dengan 

tahapan penelitian yaitu : 

1. Karakterisasi anti-PAS hasil induksi isolat protein PAS Cotyledon 

Sapi Pp.rah bu nting. 

2. Oiagnosis kebuntingan sapi perah dengan mengukur kadara PAS 

serum darah. 

3. Diagnosis kebuntingan sapi perah dengan mengukur kadar 

progesteron serum darah 

4. Diagnosis kebuntingan sapi perah dengan pa!pasi rektal. 

5. Uji validitas kebuntingan sapi perah dengan mengukur kadar PAS 

serum darah, mengukur kadar progesteron serum darah dan 

palpssi rektal. 

4.1. Pengukuran Kadar Glikoprotein, Karbohidrat dan Protein Isolat 

Protein PAS 

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui kandungan glikoprotein, 

karbohidrat dan protein dari isolat PAS. Setelah dipastikan bahwa protein 

yang akan dipotong (elusi) adalah PAS melalui uji Western Biot, maka 
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kadar glikoprotein, karbohidrat dan protein dilakukan dengan 

menggunakan Glycoprotein Catbohydrat Estimation Kit 23260. Hasil yang 

diperoleh menunjukkan bahwa nilai absorbansi protein PAS pada bagian 

endapan sebesar 0,176 dan bagian supematan sebesar 0,136. Nilai 

absorbansi protein standar dail protein PAS dap&t dilihat pada tabel di 

bawah ini: 

Tabel 4.1. NHai Absorbansi Protein Standar oan Protein PAS 

I Protein 
, 
Abso:bansi-1 I Abscrba:lsi-2 Abs rata-

I !\po''''-'''.'' 
rata 

0.145 I 0.184 0.164-
I 

Fetuin I 0.158 0.156 0.157 
h-- . I 

O.15a-j I --
I I AlbumIn 0.164 0.153 

I Ovalbumiil 
I 

0.115 0.165 0.140 

Lisosim 0.162 0.184 0.173 

a Acid Glikoprotein 0.199 0.185 0.192 

Isolat PAS (supematan) 0.126 0.146 0.136 

Isolat PAS (endapan) 0,154 0,202 0,178 

Penghitungan kadar glikoprotein, karbohidrat dan protein dengan 

menggunakan rumus : 

Glikoprotein = Absorbansi sampel X konsentrasi protein standar X pengenceran 
Absorbansi standar 

Sehingga kadar glikoprotein isolat PAS adaiah 0.71 X 0,25 X 54 = 9,562 

mg/ml (supernatan) dan 0,93 X 0,25 X 54 = 12,516 mg/ml (endapan). 
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Kadar karbohidrat: kandungan glikoprotein X % total karbohidrat standar, 

sehingga kadar karbohidrat isolat PAS adaiah : 9,562 X 0,414 = 3,959 

mg/ml (supematan) dan 12,516 X 0,414 = 5,181 mg/ml (endapan). 

Kadar protein: kandungan glikoprotein - kandungan karbohidrat, sehingga 

kadar protein isolat PAS adalah 9,562-3,959 = 5,603 mg/ml (supematan) 

dan 12,516-5,181 = 7,335 mg/ml (endapan). 

Hasil penghitungan dlperoleh pel'S6ntase kandungan protein isolat 

PAS cotyledon sapi perah adalah 58,60 % dan persentase kandungan 

karbchidrst isolat PAS adalah 41,40 % dengan perbandingan antara 

protein dan karbohidrat adalah 3:2. Hasil ini sesuai derogan peroctapat 

Robert and Peter (1993) menyatakan bahwa kandungan karbohidrat 

dalam molekul glikoprotein sebesar 0.02-85 %. Oleh kalena hasil 

peneiitian ini terletak pada kisaran tersebl.'t maka PAS yang dii30!asi dan 

cotyledon kambing bunting merupakan molekul glikoprotein (Woodruff and 

Pangas, 2000). Oieh karena itu protein PAS dapat digunakan sebagai 

antigen. 

4.2. Karakterisasi Anti-PAS Hasil Induksi Isolat Protein PAS 
Cotyledon Sapi Perah Bunting. 

4.2.1. Pembuatan Antibodi Poliklonal terhadap PAS (Anti-PAS) dan 
Pengukuran Optical Density (00) Anti-PAS 

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahuai apakah PAS bersisat 

imunogen sehingga mampu menginduksi sistem imun humoral dan 
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terbentuk anti-PAS. Biosintes!s anti-PAS dilakukan dengan cara imunisasi 

pad& kambing PE jantan melalui injeksi subkutan isolat PAS dosis 150 Ilg 

dalam pelarut Freund Complete dan injeksi ulang dengan dosis100 Ilg 

PAS dalam pelarut Freund Incomplete. Sera yang diperoleh diperiksa 

dengan indirect ELISA. Nilai Optical Density (00) dapat dilihat pada 

lampiran 1. Sedangkan rataan optical density dari pengambilan darah ke 

1-10 setelah boosterpertama dapat dilihat pada tabel di bawah ini: 

Tabel 4.2. Rataan Optical Density Anti-PAS (pengenceran 10 x) pada 
KambinQ Setelah Mendapat 'munis~si Isoiat PAS 

Pengambilan Rataan PengambHan I R~taan I 
darah Absorb~r.si , darah I Absornan~ 

B1 0,196 B6 0,251 
B2 0,322 B7 0,334 

-.- B3 I 0,548 B8 0,584 
B4 1 0,317 B9 0,350 
B5 0,190 810 0,208 

Keterangan : 

B1-10 : Minggu pertama sarnpai ke sepuluh setelah boosterpertama 

4.2.2. Pengukuran Titer Anti-PAS dengan Kurva Standar 

Titer anti-PAS diperoleh dengan mengkonversikan nilai Optical 

Density (00) dengan kurva stantar anti-PAS seperti terlihat pada tabel di 

bawah ini: 
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TabeI4.3. Konsentrasi dan Nilai Absorbansi dari Anti-PAS Standar 

Konsentrasi (lJgiml) Absorbansi 

20 1,741 

I 10 1,690 

5 1,645 

2,5 1,610 

1,25 1,591 

Berdasarkan titer anti-PAS standar dan nilai absorbansinya, maka 

diperoleh gambaran kurva standar anti-PAS dan persamaa:1 regresi 

liniemya seb::gai bCiikut: 

--- ----

1.760 

1.740 

1.7LO 

y 0.007x t 1.59'"> '" .--R' 0.9<;1/" 

.;;; 1.700 
c .. 1.680 .<> 
~ 

C> 1.660 ~ 
.<> 
..: 

1.640 
-lill':>.il (AI)')olh.m'ioij 

1.620 

1.600 

1.580 

0 5 10 15 20 25 

Konsentrasi anti-PAS (f,glml) 

Gambar 4.1. Grafik Kurva Standar Anti-PAS 
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Hasil titer anti-PAS setelah mengkonversi nilai optical density clangan 

rumus Y=O,007X+1,595 dapat dilihat lampiran 2., sedangkan rataan titer 

anti-PAS dapat dilihat pada tabel di bawah ini : 

TabeI4.4. Rataan Titer Anti-PAS (lJglml) pada Kambing Setelah Mendapat 
Imunisasi Isolat PAS 

! Pengambilan 
darah 

Rataan Pengambilan I Rataan 
anti-PAS darah anti-PAS 
(;Jg/ml) (lJg/ml) 

81 56,62 B6 131,19 
82 232,14 87 249,05 

r-----=B73---~555-:ao- - B8 606,91 
r' -r---~~--+-~~~ 
f--_B4=_-+--=2::::2?5,:;::24-c-_f-__ -;8;:;97 I 272,38 
~_..:13:.:5,--_-,-_4c4..:.!.:, 7:::.6_.1. __ ......::::8:...:1.=0_ --'- 69,76 

Gambaran titer anti-PAS pc:da minggu ke 1-10 setelah booster 

pertama d<:lpat dilihat pada gambar di bawah ini : 

r- ----------- ------ - - ----
0.7 

C 
0.6 

0 

~ 
0.5 

.;;; 
c 0.4 .. 
0 .. 0.3 .;! 
Q. 
0 0.2 
1§ 
Z 

0.1 

0 

0 2 4 6 s 10 12 

Pengammbilan Oarah Minggu ke-

Gambar 4.2_ Titer Anti-PAS pad a Kambing Setelah Mendapat Imunisasi 
Isolat PA.S ./ 
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Hasil pengukuran titer anti-PAS dan rataannya seperti tertera pada 

tabel 5.4. Dar. tabel tersebut menunjukkan bahwa titer anti-PAS te~adi 

peningkatan dari minggu pertama sampai minggu ke 3 setelah booster 

pertama. Pada minggu ke 4 mulai te~adi penurunan dan mencapai angka 

terendah pada minggu ke 5. Pada minggu ke 5 dilakukan booster ke 2, 

setelah booster ini diikuti peningkat!:ln titer kembali sampai minggu ke 8 

dan mulai menurun kembali pada minggu ke 9 dan 10. 

Austyn dan Wood (1993) menyebutkan bahwa untuk memproduksi 

antisera dapat dilakukan imur,isasi berulang psaa kelinci yang hasiinya 

kemudiall disebut dengan aniibodi. imunisasi kelinci dengan isoiat protein 

PAS akan memberikar. respon dengan terbentuknya anti-PAS. Induks! 

anti-PAS diduga melalui respon imun humoral. Respon imun spesifik 

terbagi atas respon imun humora! dan respon imull ~:uler. Respoll irr.un 

humoral adalah respon terhadap imunogen ditandai dengan dihasilkannya 

alitibodi terlarut. 

Mekanisme terbentuknya anti-PAS dapat dijelaskan sebagai 

berikut, protein PAS masuk ke dalam tubuh akan diproses dalam Antigen 

Presenting Cell (APC) :Ian dipresentasikan Ke reseptor pada sel Tc dan Th 

yang masing-masing berhubungan dengan Major Histocompatibility 

Complex kelas I dan II (MHC I dan II). APC memproduksi dan melepas 

sitokin (IL-1) yang merangsang sel T untuk berproliferasi dan 

berdeferensiasi. 
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Aktivasi sel T oleh protein PAS rnenghasilkan sel T memori yang 

dapat memberikan respon sekunder terhadap antigen yang sarna. Setelah 

dirangsang sel T memori akan memproduksi sitokin (IL-2, IL-3, iL-4, IL·5, IL-

10 IFNy, TNFy dan GM-CSF). Aktivasi beru!ang dari sel T memori 

mengakibatkan deferensiasi sel Th menjadi sel T yar,g memproduksi sitokin 

yang terbatas, Th1 dan Th2. Sel Th1 memproduksi sitokin seperti IFNy, IL-

2, TNF, sedangkan sel Th2 memprodt!i<si sitokin seperti IL-3, IL-4, IL-5 dan 

IL-10. Sel Th1 lebih berperan pada reaksi seluler sedangkan sel Th2 lebih 

be!peran pads reaksi ht'moral. 

Sel Th yang dirangsang melepas sitokin yang mengakti1l<an sel B 

dalam 3 tingkat yaitu aktivasi, proliferasi dan deferensiasi menjadi sel 

plasma yang memproduksi Ig. IL-1 dikenal sebagai B cell diferentiation 

;sctor (BCDF) dan IL-5 sebagai B celi grov.1h factor (BCGF) BCDF yang 

dilepas sel T merangsang sel B yang sudah mengikat protein PAS dan 

membelah din menjadi sel plasma yang mempu rnemproduksi anti-PAS. 

Sedangkan BCGF merangsang sel B yang sudah mengikat protein PAS 

untuk berproliferasi. 

4.3. Diagnosis Keountingan Sapi Perah dengan Mengukur Kadar PAS 
Serum Darah 

Diagnosis kebuntingan dilakukan dengan mikrotiter strip, 

pemeriksaan progesteron dan palpasi rektal. Prinsip ke~a mikrotiter strip 

didasarkan pada Sandwich ELISA (antibodi penangkap antigen). Hasil 
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mikrotiter strip positif bila te~adi perubahan wama kuning dan ;arutan yang 

ada didalam sumuran mikrotiter. 

Perubahan wama yang te~adi mengindikasikan bahwa protein aaa 

dalam serum darah. Perubah wama dibaca dengan spP.ktrofotometer 

dengan A 540 nm dan hasil optici:ll density nya (00) dikonversikan dengan 

kurva standar protein PAS seperti terlihat pada tabel di bawah ini : 

TabeI4.5. Konsentrasi dan Nilai Absorbansi Protein PAS Standar 

~onsentrasi 

I-Ig/ml Absorbansi 
20 1,601 

10 1,537 

5 1,488 
--

2,5 1,463 

1,25 1,431 
I 
I 

l I 

Kurva standar protein PAS dan nilai aiJsorbansinya dapat dilihat 

pada gambar di bawah ini : 

1.62 

1.6 

1.58 

1.56 .'" 1.54 c 
~ 
~ 

1.52 ~ 
- --ab~ E 1., / "" 1.43 

j . 
/ 

1.-16 Y 
1.-14 , 
1,42 

0 S 10 '0 

Kadar Protein til; m)) 

Gambar 4.3. Grafik Kurva Baku Protein PAS 
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Nilai absorbansi (pengenceran 20x) dan kadar protein PAS serum 

darah sapi perah pada ha~1 ke 7, 14, 21 dan 28 pasca inseminasi dapat 

dil:hat pada lampiran 2. Sebanyak 27 ekor sapi perah (27 %) di dalam 

darahnya sudah aaa PAS Pada hari ke 14 pasOl inseminasi buatan. 

Sedangkan pada hari ke 21 dan 28 pasca inseminasi buatan, sebanyak 65 

ekor sapi perah di dalam darahnya sudah ada PAS. Gambaran kadar 

protein PAS hasil panelitian dapc:t dilihat pada grafik di bawah ini : 

Gao 

500 

~ 
Q. 

~GO u. 
.!: ... 'I I' 
e '00 
Q. 

;; 
" 2CJG 
" :.: 

100 

0 

, 

, ,illl111111 .i!!': I: I"", 
I ,; I 'I" I , ", I" I ';' I" i' , H 1,"II'Hilll~ iii I illiii,I'III'!'!!!llil 
,. I :' "j""" I' I" I I ,I ',; , " . " 'i, 'I', , I' - I, 

i, I : I : J i 'j I I i I ,i,' .: I J ; "1 f" II i 11'1111111111 
, J .J;,I: .c.; "'IIIIII,;,IIII.ltl .. l." III ,," I I ,. 

I Prole-In [PF (~to,/rnl) 

1 4 710131619222528313437404346495255586164 

Sapi Perah 

Gambar 4.4. Grafik Kadar Protein PAS Sapi Perah 21 Hari Pasca 
Inseminasi Buatan 

Pada hari ke 7, 14, 21 dan 28 hari pasca insemiroasi buatan 

diperoleh hasil mikrotiter strip masing-masing 0 ekor, 27 ekor, 65 ekor dan 

65 ekor. Rataan kadar protein PAS serum darah sapi perah yang 

diperoleh pada hari 7, 14, 21 dan 28 pasca inseminasi buatan adalah 0 

IJg/ml, 113,801IJg/ml, 370,221IJg/mi dan 716,317IJg/mi. 

Xie et al. (1996) mendeteksi PAS pada induk sapi sejak umur 

kebuntingan tiga minggu. Konsentrasi PAS dilaporkan mencapai optimal 
./ 
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sebelum proses kelahiran. Gonzales et al. (2000) menemukan bahwa 

konsentrasi PAS sapi mencapai maksimal pada usia kebuntingan 8 

minggu dan mulai menurun pada minggu ke 12-14 yang selanjutnya 

konstan sampai partus. Sementara itu, Vandaele et al. (2005) berhasil 

mendetek~i sUbstansi ini pada umur kebuntingan tiga sarnpai empat 

minggu. Dilaporkan pula konsentrasi PAS mulai menu run drastis setelah 

empat minggu posi partum. 

Deteksi kebuntingan secara dini sangat bermanfaat digunakan 

sebagai alat untuk mengeiola temak lebih lanjut Temak yang tidak 

bunting dipisahkan dengan yang bunting lebih awal untuk mendapatkan 

perlakuan sesuai dengan statu:; fisiologisnya. Temak yng bunting diberi 

makanan sesuai dangan kebutuhan perkemb.mgan fetus yang ada dalam 

kandungcln, sedangkan temak yang tidak bunting segera die'laluasi status 

kesehatan reproduksinya. Bila temak masih memungkinkan untuk 

diperbaiki status reproduksinya maka perlu penanganan khusus agar 

secepatnya bisa bunting kembali. Namun bila hasil evaluasi tidak 

memungkinkan untuk dipelihara iebih lanjut maka temak bisa digemukkan 

untuk diambil dagingnya atau langsung di potong. 

Deteksi kebuntingan lebih awai pada temak khususnya temak 

penghasil susu akan bermanfaat secara ekonomis karena apabila temak 

tidak bunting maka akan mempengaruhi kelangsungan dan jumlah 

produksi susu. Jarak kelahiran yang panjang sangat tidak efesien karena 
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akan menurunkan efisiensi reproduksi dalam hal menghasilkan keturunan 

yang secara tidak langsung akan menghambat perkembanyan populasi. 

4.4. Diagnosis Kebuntingan Sapi Perail d6ngan Mengukur Kadar 
Progast9ron Serum Darah 

Pemeriksaan kadar progesteron dilakukan pada 21 hari pasca 

inseminasi buatan. Gambaran absorbansi progesteron standar dan kadar 

progesteron darah dapat dilihat pada tabel di bawah ini : 

1 abel 4.6. Kadar Progesteron Standar dan Nilai Absorbansinya 

Progesteron standar 
(ng/ml) Absorbansi --- .- ---_._--

0 3,576 
0,5 2,73 
3 -- 2,21 ti 
10 1,679 
25 1,148 
50 0,718 

Gambaran hubungan kadar progesteron standar dan n!lai 

absorbansinya dapat dilihat pada gambar ji bawah ini : 

, 
~ ~'.:' 
c.. 2. 
~ 

-.:r ].~, 

~ 2 • f 1.~, 

g 1 
.0 
c{ (I ", 

y = ·0.045x • 2.688 
R' = 0.734 

0", +---~-~-~-~---~ 

11) 21) 5·: 60 

Konsentrasi Progesteron (ng/mll 

..! Gambar 4.5. Grafik Kurva Standar Progesteron 
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Sebanyak 69 ekor sapi perah menunjukkan kadar progesteron 

darahnya lebih dari 1 ng/m: yang berarti mengindikasikan bunting dan ada 

31 ekor sapi perah dengan kadar progesteron dibawah 1 ng/ml atau tidi:Jk 

bunting. Nilai absorbansi dan kadar progesteron serum daran sapi perah 

hari ke 21 pasca inseminasi buatan kambing dapat dilihat pada lampiran 3. 

Pada hewan bunting progesteron dihasilkan oleh corpus luteum 

graviditatum dan dipertahankan terus sampai menjelang kelahiran. Corpus 

luteum dibentuk setelah proses ovulasi te~adi. Proses ovulasi melibatkan 

reaksi umpar. ~aiik dari hormon-hormon yang diproduksi oleh ovarium 

yaitu estradiol dan progesteron. Menjelang hewan birahi kadar estradiol 

dalam darah tinggi sehingga menyebCibkan umpan balik positif untuk 

keluamya LH-RH dari hiphotalamus. Akibat rangsangan LH-RH 

menyebabkan hipofisis anterior memproouksi LH yang berfungsi untuk 

proses ovulasi (Hafez, 2000). Pre-ovulatory LH surge menginduksi 

hilangnya reseptor LH pada sel-sel folikel sampai terjadi proses 

desensitisasi, tetapi dalam waktu beberapa hari oleh pengaruh prolaktin 

sel-sel corpus lutaum belisi panuh denga'l reseptor LH yang penting untuk 

produksi steroid (Austin and Short,1984). 

Luteinizing Hormon (LH) merupakan hormon protein dalam 

melakukan regulasi sel melalui pengikatan pada reseptor spesifik dari 

membran sel corpus luteum dengan mengontrol aktivitas enzim adenylate 

cyclase. Enzim ini bertang9un9 jawab terhadap katalisasi konversi 

adenosin triphosphate (ATP) menjadi cyclic adenosin mono phosphate 
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(cAMP) dan pyrophosphate. Hal ini menyebabkan peniilgkatan kadar 

cAMP. cAMP bereaksi dengan enzirn proteinkinase yang mempunyau dua 

sub unit yaitu sub unit regulator dan sub unit katalitik. Bila cAMP berikatan 

dengan sub unit reguiator maka akan menyebabkan disosiasi dan dua sub 

unit tersebut. Bila cAMP berikatan dengan sub unit regulator maka sub 

unit katalitik akan dihambat. Bila sub unit katalitik bebas maka akan aktif 

untuk mengkatalisasi fosforilasi satu atau lebih protein spesisik. Fosforilasi 

yang terjadi dalam inti akan mempengaruhi informasi genetik DNA untuk 

memproduksi enzim s!l~sifik yang mempengaruni transknpsi RNA 

sehingga akan mempengaruhi sintesis mRNA baru di dalam sitoplasma 

dan akan mensintesis protein baru yang berperan pentir.g dalam 

pembentukan enzim ur:tuk biosintesis steroid (Ismudiono, 1999). 

Ppregnancy Associated Substences (PAS) selama kebuntingan 

berperan untuk memelihara corpus luteum dengan jalan menstimulasi 

produksi pros!::glandin E2 (PGE2). Prostaglandin E2 akan meningkatkan 

sintesis cAMP sbningga akan meningkatkan produksi progesteron di 

dalam corpus lute!lm selama kebuntingan (Karen e' af. 2001). 

Uterus sangat membutuhkan paran progesteron untuk perlekatan 

embryo dan perkembangan membran fetus. Pada kambing dar. tidak pada 

domba, corpus luteum merupakan sumber utama penghasil progesteron 

selama kebuntingan. Menurut Partodihardjo (1992) progesteron 

mempunyai tiga fungsi utama pads uterus. Pertama, progesteron 

menghambat kontraksi miometrium untuk rnenjamin kelangsungan hidup 
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blastocyst dalam uterus. Elanjutnya progesteron menghambat fungsi 

oxytocin pada miometrium sehingga fetus yang berkembang di dalam 

uterus tidak dikeluarkan. Kedua, progesteron merangsang tumbuhnya 

kelenjar-kelenjar uterus untuk memp(oduksi susu uterus (histotroph) yang 

sang at dibutuhimn blastocyst seb€:um impiantasi. Ketiga, pada saat 

implantasi selalu diikuti oleh proses perkembangan sel-sel permukaan 

endometrium ur.tuk menerima blastocyst yang disebut deciduoma. Tanpa 

adanya rangsangan progesteron deciduoma tidak akan terbentuk. 

4.5. Diagnosis Kebuntingan Kambing dengan Palpasi Rektal 

Palpasi rektal dilakukan pada kambing 90 hari pasca inseminasi 

buatan. Hasil palpasi rektal didapatkan 64 ekor sapi perah dinyatakan 

bunting. Hubuilgan Kadar protein serum darah, Kadar progeste(on dan 

palpasi rektal dapat dilihat pada lampiran 4. 

5.6. Analisis Data 

Data hasil diagnosis kebuntingan sapi perah dengan mengukur 

kadar PAS serum darah, pr~esteron serum darah dan palpasi rektal 

dibandingkan untuk digunakan uji validitas (sensitivitas, spesifisitas dan 

akurasi) seperti terlihat pada tabel di bawah ini : 
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Tabel 4.7. Hasil Diagnosis Kebuntingan Sapi Perah dengan mengukur 
kadar PAS Serum Darah pada 21 Hari Pasca IB dan Palpasi 
Reki.al pada 90 Hari Pasca IB 

Palpasi Rektal Hasil Pengukuran PAS 

WaOla Kuniilg 
(Bunting) 

Bunting 62 

Tidak bunting 3 

Total 65 

SensiHvita!': 62: 64 = 96,88 % 
Spesifisitas: 33: 36 = 91,67 % 
Positive predictive value: 62 : 65 = 95,39% 
Negative predictive value: 33 : 35 = 94,29 % 
Akurasi : 95 % 

Tidak Berwama 
(Tidak Bunting) 

2 

33 

35 

TabsI4.8. Hasil Diagnosis Kebuntingan Sapi Perahdengan Me!ihat Kadar 
Progesteron Serum Darah pada 21 Han Pasca IB dan Palpasi 
Abdominal pads 90 Hari Pasca IB 

'-Palpasi Rektal Kadar Progesteron 

> 1 nglml (positif 

Bunting 

Tidak bunting 

TOlal 
I 

Sensitivitas. 64: 66 = 96,96 % 
Spesifisitas: 29: 34 = 85,29 % 

bunting) 
64 

5 

69 

Positive predictive value: 64 : 69 = 92,75 % 
Negative predictive value: 29 : 31 = 93,50% 
Akurasi : 93 % 

s 1 nglml 
(tidak bunting) 

2 

29 

31 

69 



Tabel 4.9. Hasil Diagnosis Kebuntingan Sapi Peah dengan Mengukur 
Kadar PAS Serum Darah pada 14 Han Pasca IB dan Palpasi 
Rekta! pada 90 Han Pasca IB 

Palpasi Rektal Hasil Pengukuran PAS 

'Nama Kuning 
(Bunting) 

Bunting 27 

Tidak bunting 1 

Total 28 

Sensitivitas: 27: 64 = 42,19 % 
Spesifisitas: 35: 36 = 97,22 % 
Positive predictive value: 27 : 28 = 96,43 % 
Negative predictive value: 35 : 72 = 48,61 % 
A!wrasi : 62 % 

Tidak Berwama 
(Tidak Bunting) 

37 

35 
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Ideiltifikasi awal te~adinya kebuntingan dan tidak bunting pada 

temak setelah perkawinan bennanfaat uiltuk ffielientukao1 efisiensi 

reproduksi dan tingkat kebuntingan temak dengan jalan memperpendek 

jarak antar beranak. Akurasi c:tau validasi dan suatu uji diukur dengan 

melihat sensitivitas, spcsifisitas, nilai prediksi positjf dan negatif. 

Sensitivitas adalah probabilitas untuk mendeteksi te~adinya 

kebuntingan diband;!lgkan dengan kejadian kebuntinaan sesunggl:hnya. 

Spesifisitas adalah probabilitas hasil diagnosis yang menunjukkan tidak 

bunting dibandingkan dengan kejadian tidak bunting sesungguhnya. 

Positive predictive value adalah probabilitas kejadian kebuntingan 

sesungguhnya dibanding angka kebuntingan hasil diagnosis. Negative 

predictive value adalah probabilitas kejadian tidak bunting sesungguhnya 

dibanding angka kejadian tidak bunting hasil diagnosis. 
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Melihat hasil diagnosis kebuntingan dengan mikrotiter strip pada 21 

hari pasca ibi mempunyai kemampuan uji a~urasi atau validitas yang 

sarna dengan uji proge;;teron pad a 21 hari pasca lB. Sedangkan uji 

mikrotiter strip pada 14 hari pasca IB me,lghasilkan angkCi sensitifrtas yang 

rendah sehingga tidak oianjurkan untuk melakukan uji kebuntingan 

kambing dengan mikrotiter strip pada 14 hari pasca IB tetapi dianjurkan 

pada 21 hari pasca lB. Hasil uji mikrotiter strip pada 14 hari pasca IB 

mengindikasikan bahwa placenta belum terbentuk sempuma padCi semua 

sapi perah peneiitian sehingga protein PAS yang diproduksi oieil sel-sei 

binuclear trophoblast belum sepenuhnya dialirkan ke darah perifer 

maternal. Tetapi pada 21 hari pasca IB didapatkan hasil uji akurasi atau 

validitas yang tinggi dikarenakan pada umur tersebut placenta sapi sudah 

terbentuk sehingga protein PAS dapat dikeluarkan ke darah perifer 

maternal dan dapat dideteksi dengan anti-PAS yang ada pada mikrotiter 

strip. Hasil diagnosis kebuntingan kambing dengan ujl mlkrotiter strip pada 

21 hari pasca IB menghasilkan angka akurasi SPdikit lebih baik dari uji 

kebuntngan kambing dengan mengukur kadar progesteron serum darall . 

./ 
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5.1. Kesimpulan 

BABV 

KESIMPULAN DAN SARAN 

Berdasarkan hasil penelitian dan analisis data yang dilakukan dapat 

dibuat kesimpulan umum yaitu : protein PAS bersifat imunogen yang dapat 

menginduksi respon imun humoral dengan terbentuknya anti-PAS dan 

anti-PAS yang dihasilkan dapat digunakan untuk diagnosis kebuntingan 

kambing dellgan metode PAS mikrotiter strip (Sandwich ELISA). 

6erdasarkan kesimpu!an umum dapat ditarik subkesimpuian 

sebagai berikut : 

1. kadar glikoprotein, karbohidrat, protein PAS masing-masing sebesar 

9,562 mg/ml (supcmatan) dan 12,516 mg/ml (endapan), 3,959 mg/ml 

(supematan) dan 5,181 mglml (endapan), 5,603 mg/ml (supematan) 

dan 7,335 mg/ml \endapan). 

2. Protein PAS dari cotyledon kambing bunting mampu menginduksi 

terbentuknya anti-PAS. 

3. Anti-PAS dapat digunakan untuK diagnosis kebuntingan pada kambing. 

4. Diagnosis kebuntingan pada 21 hari pasca IB dengan menggunakan 

PAS mikrotiter strip memperoleh hasil angka akurasi atau validasi lebih 

baik dibanding pemeriksaan kadar progesteron serum darah. 
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Kesimpulan di atas membuktikan bahwa hipotesis penelitian dapat 

diterima yaitu ada perbedaan tingkat keberhasilar. diagnosis kebuntingan 

sapi perah antara PAS mikrctiter stop dan progesteron serum darah. 

5.2. Sara n 

8erdasarkan hasil dan kesimpulan capat diambi! suatu saran 

sebagai berikut : 

1. PAS mikrotiter strip dapat digunakan untuk dignosis kebuntingan 

kambing di lapangan. Meskipun telah ciketahui bahwi:I diagnosis 

kebuntingan dengan PAS mikrotiter strip mempur.yai angka akwasi atu 

validasi yang tinggi namun perlu dilakukan uji coba diagnosis 

kebuntingan sapi perah pada kondisi di lapangan. 

2. PAS mikrotiter strip dapat diglinakan sebagai tnode! untuk diagnosis 

kebuntingan pada hewan mamalia lain. 
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Lampiran 1. Optical DeMiIy (OD) dari Antibodi PAS Serum Darilh Kambing 
Setelah Mendapat Imunisasi Isolat PAS 

Kambing B I B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8 B9 BIO K 

I 0,202 0,333 0,555 0,325 0,195 0,260 0,310 0,590 0,355 0,212 0,057 

2 0,198 0,321 0,551 0,316 0,190 0,248 0,337 0,583 0,349 0,207 C,036 

3 0,189 0,323 0,540 0,309 0,187 0,245 0,333 0,580 0,346 0,204 0,056 

4 0,200 0,331 0,553 0,320 0,194 0,255 0,336 0,586 0,353 0,210 0,037 

5 O,i99 0,314 0,547 0,318 0,191 0,252 0,330 0,585 0,350 0,209 0,033 

6 ,0,1% i U,31O 0,542 0,315 1 0,188 0,248 U,327! 0,582 0,348 0,208 I 0,042 

I------::;:=-ta:-;-, 0,196 1 0,322, O,54SfO,317 0,i90 10,251 0,334 0,584 0.350 10,208 '10'0:35 

'::---_..;....1 -:- I I I , _L---.J __ -.J __ I 0,0105 
Pengenceran ): 10 

Kcternngan : 

B-1 : Minggu pertama setelah booSier pertama 
B-2 : Minggu kedua booster pertama 
B-3 : Minggu ketiga setelah booster pertama 
B-4 : Minggu keempat setelah booster per.ama 
B-5 : Minggu ke1ima setelah booster pertama 

Penyunikan booster kedua 
B-6 : Minggu pertama setelah booster kedua 
B-7 : Minggu kedua setelah booster kcdua 
B-8 : Minggu ketiga setelah booster kc.;ua 
8-9 : Minggu keempat s.:telah booster kedua 
B-IO : Minggu kelima setelah booster kedua 
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LampiraG 2. Titer ADtibodi PAS (pgImJ) !lada Kambing Setelab MeDdapat 
Imunisasi Isolat PAS 

Kambing m 82 83 B4 85 B6 87 88 89 

I 60,71 247,86 565,00 236,43 50,71 143,57 257,86 615,00 279,29 

I 2 55,00 230,71 559,29 223,57 43,57 126,43 253,57 605,00 270,71 

3 42,14 233,57 543,57 213,57 39,29 122,14 247,86 600,71 266,43 

4 57,86 245,00 562,14 229,29 .49,29 136,43 252,14 609.29 276,43 
, 

5 56,43 220,71 553,57 226,43 45,00 132,14 243,57 607,86 272,14 

6 43,57 215,00 546,43 222,14 40,71 126,43 239,29 6()3,57 269,29 

810 

75,00 

67,86 

63,57 

72,14 

70,71 

69,29 

Rata- 52,62

1

232,14 3S5,00 225.24 44,76 131,19 249,05 ""9~"U'I69'761 
Rata 

! I i 1 I 
..L--
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Lampiran 3. Kadar Progesteroil Serum D~nh Sapi Penh Hari ke 21 Pasea 
Inseminasi 

No Absorb:nsi Kaodar Progesteron Keteangan 
(nglml) 

I 0,257 4,02 Kadar Progesteron 
2 0,272 3,69 sapi bunting : 
3 2,382 0,80 >1 ng/mJ 
4 2,435 0,62 
5 2,397 0,47 
6 0,267 3,80 
7 0,254 4,09 
8 0,307 2,91 
9 0,341 2,16 
10 2,377 _0,91 
II 2,440 0,51 
12 

2,
452

1 
0,24 

13 1,53 ~ 0,369 
14 0,371 I i,49 
15 0,60 ~ 2,391 
16 2,435 0,52 
17 2,426 0,82 
18 U,405 ~,73 .--
19 0,405 _5,73 
20 0,375 1,40 
21 2,382 0,80 
22 2,381 0,82 
23 2,080 3,51 ----l 
24 2,386 0,71 , 

25 0,406 5,71 
26 0,382 1,24 
27 0,376 1,38 
28 0,466 4,38 
29 2,466 0,93 
30 1,870 i,18 
31 2,428 0,78 .-
32 2,415 0,Q7 
33 0,414 5,53 
34 0,367 1,58 
35 0,365 1,62 
36 2,381 0,82 
37 0,395 5,96 
38 0,402 5,40 
39 0,404 5,76 
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40 0,387 1,13 
41 2,426 0,82 
42 0,406 5,71 
43 0,387 1,13 
44 0,396 5,93 
45 0,391 1,04 
46 0,403 5,78 
47 0,408 5,67 
48 2,466 0,93 
49 0,397 5,91 
50 0,399 5,87 
51 0,398 5,89 
52 G,350 1,96 
53 0,351 1,93 
54 0,352 1,91 --
55 0,363 \,67 -
56 0,369 \ ,5~ 
57 0,369 1,53 
58 0,373 \,33 
59 2,387 0,69 
50 I 2,395 G,5i 
61 2,400 0,40 
62 ------ 0,384 1,20_--=-1 163- 2,403 0,33 

I 
64 0,387 . \,13 
65 0,395 5,96 
66 1,402 0,36 
57 0,377 1.35 
68 0,365 1,62 
69 0,383 1,22 
70 0,392 1,02 
71 0,396 5,93 
72 2,000 1,29 
73 2,417 0,02 
74 2,427 0,80 
75 0,416 5,49 
76 0,417 5,47 
77 0,390 1,07 
78 0,399 5,87 
79 2,390 0,62 
80 2,404 0,31 
81 2,386 0,71 
82 0,429 5,20 
83 0,408 5,67 I 
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84 0,399 ';,87 
85 2,120 1,62 
86 2,393 0,56 
87 2,422 0,91 
88 0,362 5,69 
89 0,371 1,49 
90 0,381 1,27 
91 0,392 1,02 
92 0,385 1,18 
93 2,405 0,29 

I 94 0,360 1,73 
95 0,375 1,40 
96 2,428 0,78 
97 2,397 0,47 
98 7.,405 0.29 
99 2,412/ 

O,RO 
0,13 

100 2,427 
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Lampiran 4. Kadar Protein PAS, Prog~t~n daD PemeriksaaD Palpasi 
R~ktal Sapi Perah 

Uji Kebuntingan 
Kambing Protein PAS (JI,g/mJ) Pmgesteron (ilg/inI) Paillasi Rektal_ 

14 hari 21 hari 21 hari 90 hari 
PascaIB PascaIB PascaIB PascaIB 

I - 370,375 4,02 + 
2 - 350,375 3,69 /+ 

3 - - 0,80 + 
4 - - 0,62 + 
5 - 340,375 0,47 + 
6 140,375 377,875 3,80 + 
7 147,875 387,875 4,09 + 

ht= 
, 

137,875 400,375 2,91 + 
120,375 372,~75 2,16 ~ 

- - I 0,91 -
I II - I - i 0,51 -

12 - - I 0,24 -
13 447,875 1,53 "-- I -! 

14 - 477,875 1,49 + 

~~ - - ! 0,60 - ---1 0,62 
-- f-- - - --

'7 .. il7,8l5 320,375 0,82 + 
18 127,875 385,375 5,73 + 
19 137,875 507,875 5,73 + ~ 20 - 420,375 1,40 + 
21 - - 0,80 -
22 - - 0,82 -
23 - - 3,51 -
24 - - C,7! -
25 97,875 327,875 5,71 + 
26 95,375 340,375 1,24 + 
27 102,875 410,375 1,38 -
28 107,87) 557,875 4,38 + 
29 - - 0,93 -
30 - - 1,18 -
31 - - 0,78 -
32 - - 0,Q7 -
33 122,875 337,875 5,53 + 
34 - 327,875 1,58 + 
35 - 322,875 1,62 + 
36 - - U,82 -
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37 - 365,375 5,96 
38 - 445,375 5,40 + 
39 - 345,375 5,76 + 
40 - 322,875 1,13 + 
41 - - 0,82 
42 - 330,375 5,71 + 
43 - 320,375 1,13 + 
44 - 360,375 5,93 + 

~-4~J~~ __ --__ +~3~8~7,~87~5~----~I~'~~----1------+~--~ 
46 - 365,375 5,78 + 
47 - 377,875 5,67 + 
48 - - 0,93 
49 105,375 362,875 5,91 + 
50 100,375 332,875 5,87 + 
51 107,875 357,875 5,89 + 

52 __ - 347,8:..=7:'::-5_t_---------:-I,";:-90::------+-------+---------I 
1---.-:5",,3 - 400,375 1,93 -----+------+---------t 

54 - 330.375 1,91 
55 - 355,375 1,67 
56 - 342,875 1,53 + 
57 - 33C,375 i ,53 -I-

1--58 i07,875 352,875 1,33 + 
~~ ___ I __ - - __ (l,'769=:---_~-----__ --j 
~ 60 1 -I __ -_--+--___ -='0,";-:51:--_-+ ___ -__ ---11 

61 -I - 0,40 - 1 

62 110,375 380,375 _1:2:,2=-=0~ __ __i~-----+-------l 
63 - - 0,33 
64 117,875 337,875 1,13 + 
65 112,875 335,375 ____ -?5,~96:;_----+_-----+------I 
66 - - 0,36 
67 - 327,875 1,36 + 

~~68=:___-+-=~-~_t_~3~575~~7~5~~------'1~,6~2~--__i~---+ 
69 97,875 345,375 1,22 -+-
70 102,875 332,875 1,02 + 
71 - 322,875 5',,:-9:0--3 ____ -+ ______ + ____ ---j 

72 102,875 380,375 1,29 
n - - ~m 
74 - - 0,80 
75 112,875 342,875 5,49 + 
76 105,375 377,875 5,47 + 
77 120,375 457,875 1,07 + 
78 110,375 467,875 5,87 + 
79 - - 0,62 

L-~80~~ ___ -__ -L ____ - __ -L _____ 0~,~31~ ____ L-_____ -_______ ~~ 
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81 - - 0,71 -
82 - 412,875 5,20 + 
83 - 380,375 5,67 + 
84 - 375,375 5,87 + 
85 - - 1,62 -
86 - - 0,56 -
87 - - 0,91 -
88 - 370,375 5,69 + 
89 - 375,375 1,49 + 
90 100,375 345,375 1,27 + 
91 - 322,875 1,02 + 
92 - 372,875 1,18 -'-

93 - - 0,29 -
94 - 330,375 1,73 + 
95 - 335,375 1,40 -'-

96 I -- - 0,78 -
97 - - 0,47 -
98 - - I 0,29 =± -
99 : - - 0,13 - I -;00 - - 0,80 I -I I 
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