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Uji Sensitivitas Kebuntingan Sapi Perah Menggunakan Pregnancy Specific Protein B
(PSPB) Microtiter Strip dan Progesteron sebagai Gold Standard

Pregnancy Diagnostic Sensitivity Test of Dairy Cattle Using Pregnancy Specific Protein B
(PSPB) Microtitre Strip and Progesterone as Gold Standard

Abdul Samik dan Erma Safitri

Departemen Reproduksi Veteriner, Fakultas Kedokteran Hewan, Universitas Airlangga
Kampus C Unair, J1. Mulyorejo Surabaya-60115, Tel. +62-031-5992785 Ext. 200, Fax. +62-031-5993015,
e-mail: samik_s3@yahoo.co.id

Abstract

The development of early pregnancy diagnosis method in mammals can be undertaken by
observing the specific substance present within mother's blood, the Pregnancy Specific Protein B
(PSPB). This study was conducted through the following stages: Diagnosis of dairy cattle pregnancy
with PSPB microtitre strip on day 21 post-artificial insemination and Pregnancy test by determination
of serum progesterone level was carried out to confirm the pregnancy diagnostic by PSPB microtitre
strip. PSPB protein level of dairy cattle blood serum obtained in days 21 of post-artificial insemination
was 320.375-557.875 ug/ml. The result of dairy cattle blood serum progesterone on day 21 post-
artificial insemination revealed that 32 dairy catile had progesterone level of > 1 ng/ml (1.18-5.96
ng/ml) and 18 dairy cattle had progesterone level of <1 ng/ml (0.07-0.93 ng/ml). The result of PSPB
microtiter strip with blood serum progesterone level test revealed sensitivity, specificity, accuracy,
positive predictive value, and negative predictive value of 94.29 %, 80%, 91.67%, 87.71% and 90%.
Based on the results of the study and data analysis, a general conclusion could be drawn as follows:
anti-PSPB can be employed to diagnose pregnancy in dairy cattle by means of PSPB microtiter strip

method.

Key words: Anti-PSPB, PSPB microtiter strip, progesterone, sensitive test

Pendahuluan

Peta populasi ternak nasional diwarnai oleh laju
pertumbuhan yang beragam, pertumbuhan ternak
selama 20 tahun terakhir (1987-2006) secara umum
menunjukkan laju pertumbuhan positip. Namun laju
pertumbuhan ternak besar cenderung menurun ter-
utama periode 10 tahun terakhir (1997-2006). Populasi
sapi menurun -1,22 % rata-rata per tahun, kerbau me-
nurun -3,17 % rata-rata per tahun (Ditjennak, 2006).

Upaya menghindari penurunan laju pertumbu-
han ternak dan peningkatan produktivitas dengan
melakukan perbaikan asas kelestarian sumberdaya
ternak nasional (populasi), asas keseimbangan
(suplai-permintaan) dan asas kemandirian (mengu-
rangi impor). Asas kelestarian sumberdaya ternak
akan terkait dengan aspek peningkatan kelahiran,
memperpendek jararak antar kelahiran, penurunan
kematian, pengendalian pemotongan betina dan
pejantan unggul (Sudardjad, 2005).

Salah satu upaya untuk memperpendek calving
interval adalah melakukan diagnosis kebuntingan

secara dini setelah terjadinya perkawinan untuk
identifikasi lebih awal sehingga kehilangan waktu
produksi sebagai akibat infertilitas dapat dikurangi.

Secara laboratoris diagnosis kebuntingan di-
lakukan dengan melihat substansi non spesifik yang
ada dalam darah, urin dan air susu induk selama
kebuntingan seperti progesteron dan estron sulfat
(Hafez, 2000). Namun pemeriksaan ini masih banyak
kendala karena mahalnya biaya dan lamanya waktu
diagnosis.

Sampai saat ini masih terus dilakukan pengem-
bangan dan pencarian metode alternatif untuk diag-
nosis kebuntingan dini ternak yang relatif lebih cepat,
akurat, murah dan mudah dilakukan di lapangan.
Pengembangan metode diagnosis kebuntingan dini
ternak dapat dilakukan dengan melihat substansi
spesifik yang terdapat dalam darah induk yaitu
Pregnancy Specific Protein B (PSPB) (Hafez, 2000).

Pregnancy Specific Protein B merupakan protein
spesifik yang berperan penting pada proses implan-
tasi dan kebuntingan dengan memelihara corpus
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Iuteum graviditatum untuk menghasilkan hormon
progesteron (Karnen, 2001).

Placentoma pada golongan mamalia tersusun
atas placenta maternalis (carunculae) dan placenta foetalis
(cotyledon). Pregnancy Associated Substances diproduksi
oleh placenta foetalis (cotyledon) setelah proses implan-
tasi dan tetap berada di dalam darah induk bunting
sampai partus dan menghilang empat minggu setelah
partus (DuPlants, 2000).

Tujuan dari penelitian ini adalah mengkaji
peran antibodi terhadap PSPB sebagai bahan diagnos-
tik kebuntingan dini pada sapi perah dan membuki-
kan bahwa diagnosis kebuntingan sapi perah dengan
menggunakan PSPB microtiter strip lebih baik dati
pemeriksaan kadar progesteron.

Metode Penelitian

Penelitian ini menggunakan 50 ekor sapi perah
betina. Penelitian dilakukan di Fakultas Kedokteran
Hewan Unair, Laboratorium Biomol FMIPA Unibraw,
Peternakan sapi perah di UPT Ternak Dinas Peterna-
kan Propinsi Jawa Timur di Tuban, Kediri dan
Singosari Malang.

Diagnosis kebuntingan sapi perah dengan mengu-
kur kadar PSPB serum darah

Diagnosis kebuntingan dengan mengukur kadar
PSPB serum darah dilakukan pada hari ke 21 pasca
inseminasi buatan. Mikrotiter strip didasarkan pada
Sandwich ELISA dengan metode sebagai berikut
Anti-PSPB diproduksi pada kelinci dengan melaku-
kan imunisasi berulang menggunakan antigen PSPB
(bPSPB rec protein lot : 10731P707,MDBiomed),
Microplate 96 well dilapisi dengan anti- PSPB
sebanyak 100 pl, 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 dengan PSPB
(serum darah dari sapi perah yang diduga bunting)
sebanyak 100 pl dan diinkubasi pada suhu 37 °C
selama 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 OD dibaca
pada ELISA reader sistem BIO-RAD pada panjang
gelombang 405 nm.

Diagnosis kebuntingan sapi perah dengan mengu-
kur kadar progesteron serum darah

Diagnosis kebuntingan dengan mengukur kadar
progesteron serum darah dilakukan pada hari ke 21
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pasca inseminasi buatan. Kadar Progesteron serum
darah diukur dengan Enzyme Immunoassay (EIA)
(Progesterone EIA test kit CA 2077, Diagnostic
Azutomation Inc). Pada masing-masing well
dimasukkan 25 pl larutan standar, sampel dan
kontrol, Kemudian dicampur dengan 100 ul reagen
Progesterone-HRP conjugate. Selanjutnya pada masing-
masing well dimasukkan 50 pl reagen rabbit ant-
progesterone. dan dikocok (shaker) selama 30 detik.
Selanjutnya diinkubasi pada suhu 18-25 0C selama 90
menit, kemudian dicuci 5 kali dengan aqua distilata.
Setelah itu dimasukkan 100 pl stop solution (1 N HCI)
pada masing-masing well dan dikocok (shaker) selama
30 detik. Nilai absorbansi dibaca pada ELISA reader
setelah 15 menit dengan absorbansi 450 nm.

Analisis data

Data penelitian yang didapat berupa kadar
PSPB serum darah perah pada 21 hari pasca insemi-
nasi buatan dan kadar progesteron pada 21 hari pasca
inseminasi buatan disajikan dalam bentuk deskriptif.
Data mikrotiter strip (kadar PSPB serum darah) dan
kadar progesteron pada hari ke 21 pasca inseminasi
buatan diuji validitasnya (Broaddus and de Vries,
2005) dengan menghitung persentase sensitifitas,
spesifisitas, predeksi negatif dan positif, akurasi
(Tabel 1).

Tabel 1. Uji Validitas Kebuntingan Sapi Perah (Sensi-
tivitas, Spesifisitas dan Akurasi)

Kadar Progesteron

Kadar POEB, o ting (+) Bak buntng () >
Bunting A b a+b
Tidak bunting C d c+d
Total a+c b+d

a = true positives (hasil kadar PSPB positif atau kadar
progesteron>1ng/ml);b = false positives (hasil
kadar PSPB negatif atau kadar progesteron > 1
ng/ml); ¢ = false negatives (hasil kadar PSPB positif
atau kadar progesteron £ 1 ng/ml); d = true negatives
(hasil kadar PSPB negatif atau kadar progesteron <1
ng/ml).

Tt s el
Sensitivity TEC Spesificity TR

Positive predictive value = 3 : =
Negative Predictive Value = ——i—'—-
8 b+d
Accuracy = _a_+_d_
Y7 Tatbterd
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Hasil dan Pembahasan

Diagnosis kebuntingan sapi perah dengan mengu-
kur kadar PSPB serum darah

Diagnosis kebuntingan dilakukan dengan mi-
krotiter strip, pemeriksaan progesteron dan palpasi
rektal. Prinsip kerja mikrotiter strip didasarkan pada
Sandwich ELISA (antibodi penangkap antigen). Hasil
mikrotiter strip positif bila terjadi perubahan warna
kuning dari larutan yang ada didalam sumuran
mikrotiter,

Perubahan wama yang terjadi mengindikasikan
bahwa protein ada dalam serum darah. Perubah
warna dibaca dengan spektrofotometer dengan A 450
nm dan hasil optical density nya (OD) dikonversikan
dengan kurva standar protein PSPB seperti terlihat
pada Tabel 2.

Kurva standar protein PSPB dan nilai
absorbansinya dapat dilihat pada Gambar 1.

Sebanyak 36 ekor sapi perah (72%) di dalam
darahnya sudah ada PSPB Pada hari ke 21 pasca
inseminasi buatan. Kadar  protein PSPB hasil
penelitian sebesar  320,375-557,875 pg/ml  dan
gambarannya dapat dilihat pada Gambar 2.

Xie ef al. (1998) mendeteksi PSPB pada induk
sapi sejak umur kebuntingan tiga minggu. Konsen-
trasi PSPB dilaporkan mencapai optimal sebelum
proses kelahiran. Gonzales et al. (2000) menemukan
bahwa konsentrasi PSPB sapi mencapai maksimal
pada usia kebuntingan 8 minggu dan mulai menurun
pada minggu ke 12-14 yang selanjutnya konstan
sampai partus. Sementara itu, Vandaele ¢t al. (2005)

1.62 -
1.6 4
1.58 A
1.56
1.54 4
1.52 1
3.5
1.48 4
1.46
1.44

Absorbansi
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berhasil mendeteksi substansi inj pada umur
kebuntingan tiga sampai empat minggu. Dilaporkan
pula konsentrasi PSPB mulai menurun drastis setelah

y = 0.0086x + 1.4375
R? = 0.9649

empat minggu post partum.
Tabel 2. Konsentrasi dan Nilai Absorbansi Protein
PSPB Standar
Konsentrasi ug/ml Absorbansi
20 1,601
10 1,537
5 1,488
2,5 1,463
1,25 1,431
Deteksi  kebuntingan secara  dini sangat

bermanfaat digunakan sebagai alat untuk mengelola
ternak lebih lanjut. Ternak yang tidak bunting
dipisahkan dengan yang bunting lebih awal untuk
mendapatkan perlakuan  sesuai dengan status
fisiologisnya. Ternak yng bunting diberi makanan
sesuai dengan kebutuhan perkembangan fetus yang
ada dalam kandungan, sedangkan ternak yang tidak
bunting segera dievaluasi status kesehatan reproduk-
sinya. Bila ternak masih memungkinkan untuk diper-
baiki status reproduksinya maka perlu penanganan
khusus agar secepatnya bisa bunting kembali. Namun
bila hasil evaluasi tidak memungkinkan untuk
dipelihara lebih lanjut maka ternak bisa digemukkan
untuk diambil dagingnya atau langsung di potong.

1.42 T T
0 5 10

T N

15 20 25

Kadar Protein PSPB (ug/ml)

Gambar 1. Grafik kurva baku protein PSPB,
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Deteksi kebuntingan lebih awal pada ternak
khususnya ternak penghasil susu akan bermanfaat
secara ekonomis karena apabila ternak tidak bunting
maka akan mempengaruhi kelangsungan dan jumiah
produksi susu. Jarak kelahiran yang panjang sangat
tidak efesien karena akan menurunkan efisiensi
reproduksi dalam hal menghasilkan keturunan yang
secara tidak langsung akan menghambat perkem-

bangan populasi.

Diagnosis kebuntingan sapi perah dengan mengu-
kur kadar progesteron serum darah

Pemeriksaan kadar progesteron dilakukan pada
21 hari pasca inseminasi buatan. Gambaran absor-
bansi progesteron standar dan kadar progesteron
darah dapat dilihat pada Tabel 3.

1000
900
300
700 i+ et et
600
500
400
300 -

\ )
Tabel 3. Kadar Progesteron Standar dan Nilai Absor-

bansinya
Progesteron standar (ng/ml) Absorbansi

0 3,576
0,5 2,73

3 2,215

10 1,679
25 1,148

50 0,718

Gambaran hubungan kadar progesteron standar
dan nilai absorbansinya dapat dilihat pada Gambar 3.

& PSPB14
u PSPB21

200 -

Kadar Protein PSPB (pg/ml)

!

| i ! 1

e 1l
LU

= PSPB28

1 4 7 10 13 16 19 22 25 28 31 34 37 40 43 46 49

Sapi Perah

Gambar 2. Grafik kadar protein PSPB sapi perah 14, 21 dan 28 hari pasca inseminasi buatan.

Absorbansi
N
[ S

y = -0.0459x + 2.6883
R*=0.7349

Kadar Progesteron (ng/ml)

Gambar 3. Grafik kurva standar progesteron.
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Media Kedokteran Hewan

Sebanyak 35 (70 %) ekor sapi perah menunjuk-
kan kadar progesteron darahnya lebih dari 1 ng/ml
yang berarti mengindikasikan bunting dan ada 15
ekor sapi perah dengan kadar progesteron dibawah 1
ng/ml atau tidak bunting. Kadar progesteron serum
darah sapi perah hari ke 21 pasca inseminasi buatan
sebesar 1,18-596 ng/ml (bunting) dan 0,07-0,93
ng/ml (tidak bunting).

Pada hewan bunting progesteron dihasilkan
oleh corpus Iuteum graviditatum dan dipertahankan
terus sampai menjelang kelahiran. Corpus luteum
dibentuk setelah proses ovulasi terjadi. Proses ovulasi
melibatkan reaksi umpan balik dari hormon-hormon
yang diproduksi oleh ovarium yaitu estradiol dan
progesteron. Menjelang hewan birahi kadar estradiol
dalam darah tinggi sehingga menyebabkan umpan
balik positif untuk keluarnya LH-RH dari hipho-
talamus. Akibat rangsangan LH-RH menyebabkan
hipofisis anterior memproduksi 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 luteum berisi penuh dengan 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 {utewm dengan mengontrol aktivitas enzim
adenylate cyclase. Enzim ini bertanggung jawab
terhadap katalisasi konversi adenosin triphosphate
(ATP) menjadi cyclic adenosin mono phosphate (cAMP)
dan pyrophospiate. Hal ini menyebabkan peningkatan
kadar cAMP. cAMP bereaksi dengan enzim
proteinkinase yang mempunyau dua sub unit yaitu sub
unit regulator dan sub unit katalitik. Bila cAMP
berikatan dengan sub unit regulator maka akan
menyebabkan disosiasi dari dua sub unit tersebut.
Bila cAMP berikatan dengan sub unit regulator maka
sub unit Kkatalitik 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
spesifik yang mempengaruhi transkripsi RNA
sehingga akan mempengaruli sintesis mRNA baru di
dalam sitoplasma dan akan mensintesis protein baru
yang berperan penting dalam pembentukan enzim
untuk biosintesis steroid (Ismudiono, 1999).

Pregnancy Specific Protein B (PSPB) selama ke-

buntingan berperan untuk memelihara corpus Iutewm
dengan jalan menstimulasi produksi prostaglandin E2
(PGE2). Prostaglandin E2 akan meningkatkan sintesis
cAMP sehingga akan meningkatkan produksi
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progesteron di dalam corpus iufeum selama kebunti-
ngan (Karnen , 2001).

Uterus sangat membutuhkan peran progesteron
untuk perlekatan embryo dan perkembangan
membran fetus. Pada kambing dan tidak pada
domba, corpus futeum merupakan sumber utama
penghasil progesteron selama kebuntingan. Menurut
Partodihardjo (1992) progesteron mempunyai tiga
fungsi utama pada uterus. Pertama, progesteron
menghambat kontraksi miometrium untuk menjamin
kelangsungan hidup blastocyst dalam uterus. Elanjut-
nya progesteron menghambat fungsi oxyfocin pada
miometrium sehingga fetus yang berkembang di
dalam uterus tidak dikeluarkan. Kedua, progesteron
merangsang tumbuhnya kelenjar-kelenjar uterus
untuk memproduksi susu uterus (histolroph) yang
sangat dibutuhkan blastocyst sebelum implantasi.
Ketiga, pada saat implantasi selalu diikuti oleh proses
perkembangan sel-sel permukaan endometrium
untuk menerima blastocyst yang disebut déciduoma.
Tanpa adanya rangsangan progesteron deciduoma
tidak akan terbentuk.

Identifikasi awal terjadinya kebuntingan dan
tidak bunting pada ternak setelah perkawinan ber-
manfaat untuk menentukan efisiensi reproduksi dan
tingkat kebuntingan ternak denganjalan memper-
pendek jarak antar beranak. Akurasi atau validitas
dari suatu uji diukur dengan melihat sensitivitas,
spesifisitas, nilai prediksi positif dan negatif.

Hasil diagnosis kebuntingan kambing dengan
uji mikrotiter strip pada 21 hari pasca IB mengha-
silkan angka akurasi sedikit Iebih baik dari uji kebun-
tingan dengan mengukur kadar progesteron serum
darah. Pada 21 hari pasca IB didapatkan hasil uji
akurasi atau validitas yang tinggi dikarenakan pada
umur tersebut placenta sapi sudah terbentuk sehing-
ga protein PSPB dapat dikeluarkan ke darah perifer
maternal dan dapat dideteksi dengan anti-PSPB yang
ada pada mikrotiter strip. Hasil uji validitas
kebuntingan sapi perah dapat dilihat pada Tabel 4.

Tabel 4. Hasil Diagnosis Kebuntingan Sapi Perah
dengan Melihat Kadar PSPB dan Proges-
teron Serum Darah pada 21 Hari Pasca IB

Kadar Kadar PSPB
Progesteron >1ng/ml < 1ng/ml (tidak
(positif bunting) bunting)
Bunting 33 2
Tidak bunting 3 12
Total 36 14

Sensitivitas: 33/35= 94,29%; Spesifisitas: 12/15= 80%;
Positive predictive value: 33/36 = 91,67 %; Negative _
predictive value: 12/14 = 85,71%; Akurasi =90 %.
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Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian dan analisis data
yang dilakukan dapat dibuat kesimpulan bahwa anti-
PSPB dapat digunakan untuk diagnosis kebuntingan
sapi perah dengan metode PSPB microtiter strip
dengan kemampuan uji validitas lebih baik dari
pemeriksaan kadar progesterone serum darah.
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