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PREGNANCY DIAGNOSING IN GOAT USING BOVINE ANTI-EARLY
PREGNANCY FACTOR POLYCLONAL ANTIBODY

Alvi Aquariyanti
ABSTRACT

The objective of this experiment was to determine goat pregnancy using
bovine anti-early pregnancy factor polyclonal antibody. Experiments were carried out
on thirty Ettawah crossbred female goats aged between 1.5-2 years old. Each goat
was having oestrus synchronized with | g progestogen and artificial inseminated with
fresh semen diluted in fresh milk. Then, for assessment of pregnancy using bovine
early pregnancy factor polyclonal antibody 5 ml blood was taken on 7, 14, 21, 28
days after mating. ELISA direct test was performing the appearance of early
pregnancy factor antibody as well as the highest OD result. Sensitivity, specificity,
negative predictive value, positive predictive value test were applied in order to
identify how much the accuracy of bovine early pregnancy factor polyclonat antibody
in goat pregnancy diagnosing. Bovine early pregnancy facior polyclonal antibody
detects pregnancy with an accuracy 94,44% and a high specificity (91,67%) from day
21 of gestation. In conclusion EPF that is from bovine cotytedon was refiable for
dewecang pregnancy in goat.

Key words: Early Pregnancy Factor, Pregnancy diagnosing, Goat, Bovine, ELISA
direct.
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SINGKATAN DAN ARTI LAMBANG

EPF = Early Pregnancy Factor
Na,CO; = Sodium Carbonate
TBST-20 = "T'ris-Buffered Saline Tween-20
PBS = Phosphate Bufiered saline
BSA = Bovine Serum Albumin
Pnpp = para-Nitro-Phenylphosphat
PGF = Prostaglandin Fy,
ELISA direct = Enzyme Linked Immunosorbant Assay direct
1B = [nseminasi Buatan
Xiv
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang Penelitian

Perkembangan populasi ternak ruminansia seperti sapi, kambing dan
domba di Indonesia belum cukup berarti bahkaxf cenderung mengalami
penurunan. Hal ini disebabkan oleh banyaknya perminiaan akan protein hewani
yang berasal dari daging ternak sapi, kambing dan domba namun kurang
diimbangi dengan peningkatan populasi ternak tersebut.

Peningkatan produktivitas temak dewasa ini menjadi tuntutan utama
seiring dengan pencanangan swasembada daging. Karena itu, deteksi kebuntingan
merupakan faktor yang penting di dalam usaha peningkatan produktivitas ternak.
Namun sampai saat ini deteksi kebuntingan yang dilakukan memiliki beberapa
kelemahan. Antara lain akurasi yang rendah, bahaya kegagalan kebuntingan yang
tinggi, kurang aplikatif bagi masyarakat, dan harga yang mahal. Diagnosa
kebuntingar dini diperlukan seteluh terjadinya perkawinan untuk identifikasi iebih
awal schingga kehilangan waktu produksi sebagai akibat infertilitas dapat
dikurangi.

Salah satu cara diagnosa ketuntingan dengan pemeriksaan hormon seperti
progesteron, dilakukan dengan mengukur sampel serum darah menggunakan
Radioimmunoassay (RIA). Diagnosa ini dilakukan pada umur kebuntingan 17-18
hari dengan angka keberhasilan 85 %. Teknik RIA ini belum dapat dilaksanakan
secara cepat di lapangan karena pelaksanaan yang sulit, harga kit yang mahal dan

bahan-bahan untuk keperiuan RIA sulit diperoleh. Mctode lain untuk diagnosa
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kebuntingan adalah dengan mendetcksi antigen khusus kebuntingan. Antigen
khusuas yang dimaksud adalah suatu protein yang dihasilkan oleh embrio dalam
darah induk (Hunter, 1995).

Xie et a:. (19§6) mendeteksi Early Pregnancy Factor (EPF) pada induk
sapi sejak umur kebuntingan tiga minggu. Konsentrasi EPF dilaporkan mencapai
optimal sebelum proses kelahiran. Karen er al. (2001) berhasil mendeteksi
substansi ini pada umur kebuntingan tiga sampai empat minggu, dengan
menyebutkan banyaknya konsentrasi substansi EPF ini berbanding lurus dengan
jumlah fetus, sedangkan jenis kelamin fetus jantan menyebabkan konsentrasi EPF
dalam darah menjadi lebih tinggi. Dilaporkan pula banyaknya konsentrasi EPF
tampak menurun drastis setelah empat minggu post partum.

Produksi serum hiperimun (antiserum) yang mengandung antibodi dapat
dilakukan melalui imunisasi terhadap hewan dengan suatu imunogen spesifik.
Antibodi didapat dengan jalan mengumpulkan sampel darah dari hewan yang
diimunisas1 (Smith, 1995; Karnen, 2001). Hampir semua molekul biologik,
termasuk karbohidrat, lipid, honaon, asam nukleat dan protein dapat bertindak
sebagai aitigen, tetapi hanya makromolekul yang bersifat imunogenik yang
mampu merangsang aktifasi limfosit yang diperlukan untuk mengawali respon
imun (Kresno, 1996). Substansi dapat dikatakan bersifat imunogen jika berat
mol-.«ul lebih dari 10.000 Dalton (Goodman, 1991; Abbas et al., 2000).

Berat molekul Early Pregnancy Factor pada kambing berkisar 20-200 KD
dan digolongkan menjadi dua yaiu EPF-A dan EPF-B. Aktivitas EPF akan hilang

bilz terpisak (Clarke et al., 1980; Clarke and Wilson, 1982, Wilson ef «l.. 1983).
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EPF-A dihasilkan oleh saluran sel telur dan EPF-B dihasilkan oleh ovarium
(Morton et al., 1982; Cruz et «l., 2001). EPF pertama kali ditemukan sebagai
pregnancy-associated substance dan dapat dideteksi pada 6-24 jam setelah
fertilisasi pada semua spesies (Cavanagh, 1996; DuPlants, 2000). EPF ditemukan
setelah proses implantasi dan tetap berada di dalam darah induk sampai akhir
kebuntingan dan menghilang sebelum partus (DuPlants, 2000). Sedangkan E!
Amiri ef al. (2000) mengemukakan bahwa pada lapisan superfisial dari tropoderm
ruminansia memproduksi Pregnancy Associated Glycoproteins (PAGs). Menurut
Chard (1982) preparat hormon dengan berat molekul yang besar mempunyai sifat
imunogenik sehingga dapat dimanfaatkan sebagai antigen untuk dapat
menginduksi timbulnya antibodi spesifik terhadap antigen tersebut.

Antisera terhadap EPF yang dibuat pada kambing dapat digunakan untuk
tes diagnostik kebuntingan. Diagnosis kebuntingan ini dilakukan dzngan cara
mendetcksi antigen khnsvs yang dihasilkan oleh embrio dalam darah induk
kambing bunting (Hunter, 1995).

Perenyi er ai. (2002) menyarankan bahwa lebih baik menggunekan
antisera caprine PAG untuk mendeieksi PAG pada sapi bunting dan anggota
serumpun.

Xie et al. (1996) mengidentifikasi cDNA untuk bo.PAG-1 dan ovPAG-!
dan mampu menarik rangkaiar asam amino dari kedua protein tersebut. Seperti
diprediksikan dari cDNAnya ovPAG-1 dan bo.PAG-1 adalah asam amino 382 dan
380 dengan bobot molekular 42985 dan 42852, Struktur-struktur tersebut meliputi

rangkaian sinyal residu 15 dan 28-resicue-pro-peptide, sehingga bobot molekular
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dari polipeptida matang tersebut secara teoritis sckitar 36805 dan 35731 untuk

ovPAG-1 dan boPAGL.

1.2. Rumusan Masalah

Berdasarkan latar belakang masalah yang telah diuraikan di atas, maka
pokok permasalahan yang timbul adalah sebagai berikut: Apakah antibodi
poliklonal anti-Early pregnancy factor yang berasal dari kotiledon sapi betina
bunting dapat digunakan untuk mendeteksi kebuntingan umur 21 hari pada

kambing?

1.3. Landasan Teori

Early Pregnancy Factor (EPF) merupakan substansi sebagai tanda adanya
proses kebuntingan dalam tubuh manusia atau hewan seperti mencit, babi dan
domba. EPF dapat ditemukan dalam scrum darah maternal setelah proses
implantasi yang selanjutnya menetap hingga akhir kebuntingan (Cavanaugh,
1996; DuPlants, 2000).

Xie et al. (1996) mendeteksi Early Pregnancy Factor (EPF) pada induk
sapi sejak umur kebuntingan tiga minggu. Konsentrasi EPF dilaporkan mencapai
optimal sebelum proses kelahiran. Karen et al. (2001) berhasil mendeteksi
substansi ini pada umur kebuntingan tiga sampai empat minggu, dengan
menyebutkan banyaknya konsentrasi substansi EPF ini berbanding lurus dengan

Jjumlah fetus, sedangkan jenis kelamin fetus jantan menyebabkan konsentrasi EPF
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dalam darah menjadi lebih tinggi. Dilaporkan pula banyaknya konsentrasi EPF
tampak menurun drastis setelah empat minggu post partum.

Early Pregnancy Factor (EPF) dikelompokkan sebagai antigen Kkhusus
yang telah di isolasi sebagai Pregnancy Specific Protein-B (PSP-B) oleh
(Garbayo et al., 1998). Substansi antigen yang serupa antara lain Pregnancy
Associated Glycoprotein-1 (PAG-1), Ovine Pregnancy Associated Glycoprotein
(ov.PAG), serta Ovine Pregnancy Specific Protein-B (ov.PSP-B) juga telah di
isolasi oleh El Amiri et al. (2004) dari plasenta hewan pemamah biak. Menurut
Green et al. (2000), Karen et al. (2001) dan Karen ef al. (2003) ov.PAG di sintesa
oleh sel binukleat tropoblastik dari plasenta fetus. Pada tahun 1982 Butler e/ al
berhasil memisahkan protein spesifik kebuntingan berupa PSP-A dan PSP-B dari
membran plasenta sapi. Selanjutnya PSP-B ditetapkan sebagai protein
k=buatingan spesifik plasenta (Garbayo ef al., 1998).

Early Pregnancy Factor (EPF) merupakan substansi yang memiliki
struktur giikoprotein dengan perkiraan berat molekul relatifnya sangat beragam
berkisar dari 47 hingga 90 kDa. Dari hasil karakterisasi ternyata banyak ov.PAG
yang memiliki berat molekul 43-67 kDa (Xie er al., 1997%; Karen et al., 2001) dan
PAG-1, 67 kDa dengan rangkaian asam amino tak lebih dari 330 (Xie et al.,
1996;.

Early Pregnancy Factor (EPF) berupa PAG atau PSP-B, dapat di
manfeatkan untuk deteksi kebuntingan sejak awal masa embrional hingga
menjelang akhir kebuntingan (Karen er al., 2001). Keberadaan substansi PAG
atau PSP-B dalam serum darah sangat berguna untuk: mendeteksi fertilisasi dan
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implantzasi ataupun untuk memonitor kelangsungan perkembangan embrio dan
feius, karena secara fisiologis EPF mempengaruhi implantasi embrional
{Cavanagh, 1996; DuPlants, 2000; Karen ef al., 2001).

Atkinson ef al. (1993) menggunakan pendekatan berbeda untuk
memurnikan antigen-antigen plasenta domba. Prosedur tersebut meliputi langkah
purifikasi immunoafinitas dengan antibodi monoklonal yang mengenali epitop
karbohidrat spesifik plasenta sehingga dapat diketahui tiga glikoprotein spesifik
sel binukleat dengan massa 69, 62, dan 57 kDa. Protein-protein tersebut memiliki
homologi atau kesamaan rangkaian parsial terhadap oPAG-1, bPAG-1, dan
pepsinogen F kelinci, dan bereaksi silang dengan antisera poliklonal yang
didapatkan setelah imunisasi kelinci dengan oPAG-1, bPSP-B.

Penggunaan bovine PSP-B dengan metode RIA fest secara akurat dapat
mendeteksi kebuntingan (100%) dar tidak bunting (83%) pada kambing dan
domba pada hari ke-26 sampai hari ke-106 kebuntingan dikarenakan adanya
reaksi silang antara antigen domba dengan antibodi bovine PSP-B, begitu juga
dengan antigen kambing (Kavren ef al., 2001).

Konsentras: PAG pada domba merino betina yang telah diinsetninas
buatan pada hari ke-22 dideicksi dengan double antibody radiormmunoassay
heterolog dengan menggunakan bovine PAG 67 kDa sebagai pelacak dan standar,
dan antiserum kelinci pelawan caprine PAG 55 dan 59 kD sebagai antibodi
pertama (Karen ef al., 2001).

Immunoreaktivitas fraksi total protein domba diperoleh melalui prosedur

pirifikasi yang dimcenitor dengan radioimmunoassay heterolog meaggunakan
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boPAG-1 murni sebagai standar dan tracer dan dikorabinasi dengan tiga antisera
berbeda ovine PAG atau caprine PAG (caPAGss.so dan caPAGssagz) (El Amiri et

al., 2004).

1.4. Tujuan Penelitian
Untuk mengetahui apakah antibodi poliklonal anti-Early pregnancy factor
yang berasal dari kotiledon sapi betina bunting dapat digunakan sebagai bahan

deteksi kebuntingan dini pada kambing.

1.5. Manfaat Penelitian

Hasil dari penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi ilmiah
tentang antibodi poliklonal anti-Early Pregnancy Factor (EPF) dari sapi bunting
yang diproduksi pada kambing sebagai salah satu alternatif bahan deteksi

kebuntingan dini pada kambing.

1.6. Hipotesis Penclitian
Berdasarkan rurausan masalah, landasan teori maka hipatesis penslitian:
Antibodi polikicnal anti-Larly pregnancy fucior yang berasal dari
kotiledon sapi betina bunting dapat digunakan sebagai bahan untuk deteksi

kebuntingan umur 21 hari pada kambing.
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Siklus Reproduksi dan Birahi

Siklus reproduksi adalah siklus perkembangbiakan hewan betina setelah
mencapai masa pubertas. Siklus ini akan berulang tiap satu jangka waktu tertentu,
sehingga merupakan kurun waktu antara beranak sampai beranak berikutnya. Satu
siklus reproduksi dibagi menjadi tiga fase yaitu fase pregraviditas, meliputi proses
birahi, ovulasi, kopulasi dan fertilisasi. Fase graviditas, meliputi proses-proses
implantasi, plasentasi dan kebuntingan. Fase postgraviditas, meliputi proses-
proses pengeluaran foetus, pengeluaran sekundinae dan lakiasi (Hardjopranjoto,
1987).

Siklus birahi diawr oleh mekanisme endokrin dan neuroendokrin meliputi
hormon-hormon dari hipotalaraus, gonadotropin dan hormon steroid yang
disekresikan olch ovarium dan testis. Pengaturan sekresi hormon gonadotropin
selama siklus birahi diperlukan untuk keseimbangan antara reaksi hormon-
hormon yang kompleks; (Hafez, 1993; Ismudiono, 1999).

Selama sixius birahi terjadi perubahan-perubahan fisiologis dari alat
kelamin hewan betina. Perubahan ini berkesinambungan satu sama lain hingga
kemudian terulang kembali sama seperti perubahan awal. Lama siklus birahi pada
kambing dan sapi berkisar antara 20-21 hari. Siklus birahi dibagi menjadi empat

fase, antara lain: proestrus, estrus, metestrus dan diestrus (Hafez, 1993).
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2.2. Feitilisasi dan Kebuntingan

Apabila s¢l telur telah diovulasikan dari ovarium dan bertemu dengan sel
spermatozoa dalam ampula tuba falopii maka pada saat itu sudah dinvatakan
terjadi kebuntingan. Secara klinis, kebuntingan tersebut baru dihitung mulai saat
kambing betina tidak lagi menunjukkan gejala birahi kembali pada siklus birahi
berikutnya. Lama periode kebuntingan pada kambing berlangsung selama 149
hari atau berkisar antara 143-151 hari (Mahaputra, 2001).

Fertilisasi akan menghasilkan individu yang diploid yaitu yang memiliki
2n kromosom, satu n kromosom berasai dari sel jantan dan satu n kromosom
berasal dari betina. Fertilisasi adalah proses timbal balik dan bersifat spesies
spesifik yang dapat menstimulir sel telur untuk mengadakan pembelahan dan
perkembangan lebih lanjut (Hunter, 1995). Ferkembangan selanjutnya disebut
morula yang mencapai uterus kemudian berkembang n.enjadi blastula (blastosis)
yang terdiri dari banyak sel yang masing-masing sel disebut blastomer. Blastula
adalah suatu bentuk bola yang berongga yang terdiri dari lapisan sei-sel yaitu
tropobiast yang menyelimati blastosel (blastocoel). Massa sel tropoblast yang
terietak di posisi dalam rienjulur kedalan blastosel dan akhimya membentuk
badan embrio, dalam proses ini terbentuk tiga lapisan kecambah. Ketiga lapisan
kecambah tersebut adalah ectoderm (kulit bagian luar), endoderm (kulit bagian

dalam), dan mes: .derm (kulit bagian tengah) (Ismudiono, 1999).
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2.3. Selaput Ekstra Emtrionik atau Selaput Fetus

Selaput ekstra embrionik atau selaput fetus berkembang dan berfungsi
pada kehidupan pra lahir. Selaput itu tidak menjadi bagian dari tubuh embrio dan
dikeluarkan :dari tubuh pada waktu partus atau beberapa saat setelah partus.
Selaput tersebut terdiri dari kantung kuning telur, kantung amnion, allahtois dan
chorion (Poernomo dkk., 2004). Selaput ini berfungsi melindungi, membcri pakan
dan membungkus embrio agar tidak mudah rusak akibat pengaruh dari luar
(Mahaputra, 2001).

Kantong kuning telur berupa sebuah kantung berisi kuning tetur. Kantong
kuning telur dihubungkan dengan tubuh embrio oleh tangkai kuning telur
(Poemomo dkk., 2004). Pembuluh darah segera terbentuk di dalam dinding
kantong kuning telur dan berfungsi sebagai penyalur bahan nutrisi yang diserap
dari dinding uterus kedalam embrio sendiri. Kantong kunirg telur ini sendiri
berfungsi hanya singkat saja dari saat terbentuknya, dan kemudian fungsinya
digantikan oleh allantois. Dari satu sisi embrio yaitu lapisan mesoderm dan
lapisan ectoderm tumbuh dan berkembang menuju bagian luar embrio menjadi
selaput amnion. Lapisan ini bertemu dibagian atas embrio dan membungkus
embrio dalam dua dinding kantong yang dikenal sebagai amnion, kurang lebih
timbul pada hari ke-18 dan juga sering dikenal dengan sebutan “water bag”
(Mahaputra, 2001).

Pada saat-saat permulaan blastocyst selaput luarnya berkembang menjadi
tropoblast. Tropoblast ini mempunyai kelanjutan germ disk dari lapisan sebelah

luar yang dibentuk dari ectoderm. Pada saat dibentuknya germ layers. lapisan
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bagian lvar ini memisahkan diri dari germ disk, kemudian disebut dengan
trophectoderm. Pada permulaannya tugas dari serosa adalan mengabsorbsi natrisi,
selanjutnya serosa dan allantois bersama-sama membentuk chorion dan juga
sebagai penyalur nutrisi ke dalam embrio (Mahaputra, 2001).

Chorion dan amnion berkembang bersamaan sebagai lipatan dari selaput
¢kstra embrionik somatopleura. Dinding Chorion terdiri dari dua lapis, lapis
dalam berasal dari mesoderm somatis dan lapis luar dari tropoblast. Pada
mamalia, chorion berasal dari jaringan tropoblast. Pada proses pembentukan
plasenta, chorion merupakan bagian plasenta dari fetus. Chorion kaya dengan
pembuluh darah, schingga bahan-bahan berupa gas bisa melewati chorion masuk
ke dalam peredaran darah induk dan tetus. Tetapi, bakteri tidak dapat melewati
selaput tersebut. Dinding luar allantois kaya dengan pembuluh darah. Dengan
meluasnya allantois, dindingnya bersatu dengan chorion membentuk selaput
chorio-allantois (Poernomo dkk., 2004).

Allantois ini secara sempurna telah terbentuk pada umur kebuntingan 23
hari, dan dalam umur kebuntingan 26 hari membran allantois ini telah membesar
dan berada pada titik di sekitar sebelah bawah embrio, dan celaujutnya mengisi
ruangan di antara serosa dan amnion. Embrio ini dihubungkan oleh wiachus ke
dalam kantong allantois melewati chorda umbilicalis (Mahaputra, 2001).

Adapun fungsi allantois antara lain: (1) sebagai kantung urine ekstra
embrional, dimana cairan urine berasal dari sisa metabolisme embrio yang
berbentuk asam urat, (2) sebagai paru-paru ekstra embrional yang disebabkan

dibagian luar dinding allantois ada area vasculosa, yaitu daerah chorio-allarntois,
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(3) untik mencerna abumin pada sel telur kleidoik, seperti reptilian, burung dan
mamalia bertelur dan (4) merupakan bagian plasenta fetus pada mamalia
berplasenta (Mahaputra, 2001; Poernomo dkk., 2004).

Semakin meningkatnya ukuran embrio maka proses pemberian makanan

| zigot menjadi tidak mencukupi untuk mempertahankan hidup dan meneruskan
pertumbuhannya. Membran ekstra embrional atau plasenta selanjutnya
berkembang sebagai sarana untuk mencukupi kebutuhan nutrisi embrio
selanjutnya yang lebih banyak (Frandson, 1991).

Plasenta 1alah suatu sistem yang terdiri dari dua komponen, yaitu selaput
ekstra embrionik dan setaput lendir rahim yang berintegrasi menjadi satu kesatuan
untuk keperluan pertukaran timbal balik faal antara induk dan fetus serta dapat
menghasilkan hormon. Plasenta induk adalah endometrium rahim dan plasenta
fetus adalah chorio-allantois (Poernomo dkk., 2004).

Bentuk plasenta cotyledonoria, terdapat pada ruminansia. Villinya
berkelompok-kelompok dengan penembusan ke selaput lendir rahim lebih dalam
(Poernomo dkk., 2004). Hanya villi khorion yang tumbuh subur pada permukaan
chericn discbut dengan kotiledon dan mukosa endometrium yang berhadapan
langsung dengan kotiledon yang juga tumbuh subur disebut dengan karunkula.

- Persatuan masing-masing karunkula dan kotiledon disebut dengan placentom
(Mahaputra, 2001). Villi-villi chorionic rada domba mulai tumbuh pada hari ke-
27 (Restiadi, 2002).

Pengaliran bahan-bahan metabolik dari induk ke fetus melewati mebran

plasenta dengar beberapa proses mekanisme. Dahulu diperkirakan pemindahan
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ini berlangsung secara difusi sederhana, molekul bemindah dari daerah
beikonsentrasi tinggi ke daerah berkonsentrasi rendah. Kini disinyalir hampir
semua molekul fisiologik penting dipindahkan melalui mekanisme transport aktif,
molekul-molekul dipompakan dengan konsentrasi tinggi sehingga memungkinkan
embrio untuk menu:mpuk zat-zat makanan yang berasal dari darah induk.
Phagocytosis (venelanan makanan) dan pinocytosis (penelanan air) juga
merupakan mekanisme penting dalam pertukaran zat secara fisiologik dalam
makanan yang dibutuhkan oleh embrio yang dapat mengalir masuk melalui
plasenta. Zat-zat yang diangkut meialui plasenta dari induk ke fetus adalah: (1)
Gas: O; masuk ke dalam, CO; dikeluarkan; (2) Air; (3) Zat anorganik: Natrium,
Ferrum, Cuprum, Mangan, Calsium dan Phospor;, (4) Zat organik: fruktosa, asam
lemak, glycerol; (5) Vitamin: A, D, dan E; (6) Hormon: insulin, steroid,

gonadotropin (Restiadi, 2002).

24, Eaﬂy Pregnancy Fartor (EPF)
2.4.1. Tinjauan tentang EPF

Early Pregnancy Factor (EPF) merupakan antigen Khusus yang dapat
ditemukan dzlam darah induk kamboing sejak umur kebuntingan 7 hari (Clarke ef
al, 1978). Menurut Cavanagh (1996) EPF pertama kali ditemukan sebagai
pregnancy associated substance dan dapat dideteksi pada 6-:4 jam setelah
fertilisasi pada semua spesies.

Tahun 1982, Butler ef al. memisahkan dua protein spesifik kebuntingan

(PSP A dan B) dari membran plasenta sapi. PSP-A diidentifikssi sebagai a-

SKRIPSI DIAGNOSA KEBUNTINGAN PADA KAMBING MENGGUNAKAN ANTIBODI...... ALVI AOUARIYANTI



IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA 14

fetoprotein, yang tidak hanya terbatas pada kebuntingan, sementara PSP-B
ditetapkan sebagai protein spesifik plasenta (Garbayo et al., 1998).

Subtansi EPF ditemukan setelah proses implantasi dan tetap berzda di
dalam darah induk sampai akhir kebuntingan dan menghilang sebelum partus
(DuPlants, 2000). Menurut El Amiri ef al. (2000) mengemukakan bahwa pada
lapisan superficial dari tropoderm ruminansia memproduksi Pregnancy
Associated Glycoproteins (PAGs) yang merupakan suatu protein tanpa aktivitas
hormonal dan keberadaannya dikaitkan dengan adanya kebuntingan dini.

Pregnancy Associated Glycoproteins-1 (PAG-1) dikenal sebagai
Pregnancy-Specific Protein B (PSP-B). Glikoprotein tersebut (PSP-B atau PAG)
bisa terdeteksi dalam sirkulasi maternal pada minggu ke tiga setelah kebuntingan
(Xie et ai., 1996). Protein spesifik tersebut bisa dideteksi pada serum darah
maiernal caat sel-sel binukleat tropoblast plasenta fetus mulai bermigrasi dan
berfusi dengan sel-sel endometrium membentuk feto-maternal syncytium (Karen
et al., 2003). PAG dimurnikan dari plasenta sapi perah dan juga ditemukan dalam
serum darah maternal segera setelah implantasi embrio. Pregnancy Associated
Glycoproteins (PAGs) yang diduga berkaitan erat dengan bovine Pregnancy-
Specific Protein B (bo.PSP-B), diisolasi pada 1982 oleh Butler ez al. pada domba,
PAG disebut ov.PAG atau ov.PSP-B teridentifikasi melalui tiga pendekatan
berbeda (El Amiri et al, 2004). Glikoprotein ov.PAG yang secara imunologis
berhubungan dengan bovine Pregnancy Associated Glycoproteins (bo.PAG1-) dan
bo.PSP-B, telah diisolasi dari kotiledon fetus domba kemudian disebut ov.PAG-1

dan ov.PSP-R (Garbayo ef 4i., 1998).
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Pregnancy Asseciated Glycoproteins-1 (PAG-1) bisa digunakan sebagai
penanda biokimia untuk kebuntingan dan bisa dideteksi dalam darah matemnal
pada tiga minggu setelah konsepsi (Xie et al., 1996). EPF tersisa dalam sirkulasi
maternal hingga sekitar minggu terakhir kebuntingan tetapi selalu menghilang
dari serum sebelum proses kelahiran (Duplants, 2000). ov.PAG disintesa oleh sel-
sel binukleat tropoblas (Green et al., 2000; Karen et al., 2001). PSP-B disekresi
oleh sel-sel binukleat trophoctoderm fetus (Karen et al., 2001}. Pada sapi perah
dan domba, PAG-1 merupakan produk sel-sel tropoblas binukleat yang
merupakan komponen-komponen invasif dari plasenta (Xie ef al., 1996).

Konsentrasi Pregnancy Associated Glycoproteins (PAG) pada sapi perah
meningkat hingga mencapai maksimum 2,5 pg/ml sebelum melahirkan (Xie et al.,
1996). Konsentrasi ov.PAG terdeteksi dari sejumlah domba betina pada minggu
ke tiga dan pada semua domba bctina pada minggu keempat setelah perkawinan.
Konsentrasi ov.PAG diduga dipengaruhi oleh jumlah fetus dan jenis kelamin
fetus. Domba betina yang mengandung dua fetus memiliki konsentrasi oPAG
lebih tinggi daripada yang mengandung satu fetus. Domba betina yang
mengandung beberapa fetus jantan memiliki konsentrasi oPAG lebih tinggi
daripada yang mengandung beberapa fetus betina. Setelah melahirkan, level
oPAG menurun cepat hingge mencapai nilai basal pada minggu keempat
postpartum (Karen ef al., 2001).

Pregnancy Associated Glycoproteins-1 (PAG-1) bovine adalah asam

glikoprotein dengan berat molekul 67 kDa. Perkiraan massa molekular relatifnya

sangat heragam, dari 47 hingga 90 kDa, meski polipeptida dewasa diperkirakan
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panjangnyva tidak lebih dari 230 asam amiro (Xie ef al., 1996). PAG pertama kali
disebutkan sebagai glikoprotein 67 kDa asam dengan titik-titik isoelektrik berbeda
(El Amiri et al., 2004). oPAG memiliki berat molekular antara 43 hingga 67 kDa
(Xie et al,, 1997°).

Cavanagh (1996) berpendapat bahwa EPF dapat merangsang sel-sel sistem
kekebalan matemal. Ini mungkin merupakan bagian dari mekanisme penolakan
fetus yang dianggap benda asing oleh tubuh induk. Antigen-antigen yang mirip
secara serologis telah ditemukan pada domba, dan beberapa lainnya pada ungulare
pemamah biak (Xie ef al., 1996). Antigen-antigen yang secara serologis mirip
dengan PSP-B dan PAG-1 telah ditemukan pada pemamah biak lain, termasuk
bagal dan rusa ekor putih, kambing gunung, rusa merah, kambing Alpine
Perancis, bison, rusa besar, scjenis rusa besar (elk), rusa dataran gersang, dan rusa
sika. Secara imunologis antigen yang berhubungan dengan PAG sebelumnya telah
terdetzksi dalam serum kambing bunting. Protein yang disckresi oleh plasenta,
saat terdeteksi dalam sirkulasi periferal induk, bisa menjadi indikator berguna
bagi kebuntingan dan kesehatan fetus. Studi komparatif menunjukkan bahwa PAG
memiliki kemampuan mengikat peptida, bahkan ketika tidak teyjad’ aktifitas
katalitik. Fungsinya bisa meliputi pengikatan dan transpor peptida bioaktif. Reaksi
antigen tersebut tampak melalui teknik RIA dengan antiserum terhadap ov.PAG1
(Garbayo et al., 1998).

Early Pregnancy Factor (EPF) dalam serum maternal sebelum implantasi
bukanlah sebagai produk zigot tetapi merupakan respon maternal akibat adanya

zigot sebagai faktor ovum. Hanya sedikit yang diketahui tentang faktor ¢vum
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kecuzali bahwa faktor ovum memiliki massa molekular yang relatif kecil dan
disekresi oleh ovum atas penetrasi sperma. Produksinya terus berlangsung hingga

tahap blastocys dari perkembangan embrio (DuPlants, 2000).

2.4.2. Bioassay EPF

Bioassay untuk EPF didasarkan pada demonstrasi oleh Bach dan Aﬁtoine
pada tahun 1968, bahwa anti limfosit serum (ALS) immunosupresif bisa
menghambat secara in vitro formasi Rosette spontan antara limfosit dan sel-sel
darah merah heterogen. Early Pregnancy Factor (EPF) diekspresikan sebagai titer
inhibisi Rosette dengan nilai lebih dari 16 yang mengindikasikan kebuntingan
positif. Rangkaian Uji hambatan Rosette ini cukup kompleks dan mahal,
disamping hasilnya sulit untuk segera diinterpretasikan (DuPlant, 2000).

Modifikasi untuk deteksi Early Pregnancy Factor (EPF) diperkenalkan
setelah terbukti bahwa limfosit, yang di inkubasi dalam EPF, memberi hambatan
Rosette yang lebih besar dibanding daripada limfosit dari donor yang sama tanpa
di inkubasikan pada EPF. EPF terdeteksi dalam serum semua mamalia yang diuji,
dalam 24-48 jam setelah fertilisasi bila dihubungkan dengan kesehatan embrionik,
EPF dapat dideteksi pada serum 12 jam setelak iransfer embrio dan menghilang
24-48 jam setelah kematian atau pengeluaran embrio. Selain digunakan untuk
diagnosis awal kebuntingan, deteksi EPF bisa sangat berguna untuk membedakan
antara kegagalan pembuahan dan kegagalan implantasi, seperti dalam pemantauan
kebuntingan beresiko (Cavanagh, 1996).

Cavanagh (1996) berpendapat bahwa Early Pregnancy Factor (EPF)

diperlukan pada pembelahan pertama embrio, sementara efeknya lebikk nampak
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sebagai respon matemnal daripada pada embrio itu sendiri. Di samping itu, EPF

diperiukan untuk keberhasilan implantasi embrio.

2.5. Sistem Imun

Imunitas (kekel;alan) merupakan jawaban reaksi tubuh terhadap bahan
asing secara molekuler maupun seluler (Rantam, 2003). Pada proses ini terjadi
serangkaian mekanisme yang meliputi pengenalan, penempatan, netralisasi dan
eliminasi bahan-bahan dari dalam tubuh. Secara garis besar mekanisme kekebalan
terbagi menjadi 2 yaitu: Innate immunity (sistem imun tidak spesifik) dan
Adaptive immunity (sistem imun spesifik)

Innate immunity adalah pertahanan tubuh yung didapat karena adanya
respon yang tidak spesifik dan merupakan bagian dari sistem imun yang berfungsi
sebagai barnier terdepan pada awal terjadinya infeksi penyakit. Perangkat imun
yang berperan pada sistem imun tidak spesifik ini adzlah makrofag, sel darah
merah, sel assesoris, monosit, NK {Natural Killer cell), sel sitotoksik dan sekresi
lisostm.

Adaptive immunity merupakan sistem pertahanan tubuh lapis kedua,
apatila innatz immunity tidak mampu mengeliminasi agen penyakit. Hal ini
terjadi akibat fagosit tidak mengenali agen infeksius. Penanggulangannya
diperlukan molekul spesifik yang akan berikatan langsung dengan :.gen infeksius
yang dikenal dengan antibodi, sehingga dapat menstimulir proses fagositosis
(Rantam, 2003). Pada sistem imun spesifik, kekebalan dapat ditingkatkan baik

kualitas maupun kuaniitas dengan stimulasi berulang dari moleku! asing yang
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sama (Artama, i992). Sel yang berpcran sebagai mediator pada proses ini adalak
sel limfosit yang terdapat sel reseptor sesuai dengan antigen determinan yang
masuk.

2.5.1. Antibodi

Antibodi merupakan molekul protéin yang dihasilkan oleh sel plasma
sebagai akibat adanya interaksi antara limfosit B peka antigen dan antigen khusus.
Antibodi memiliki kemampuan berikatan khusus dengan antigen serta
mempercepat  penghancuran dan penyingkirannya. Antibodi terdapat dalam
berbagai cairan tubuh tetapi terdapat dalam konsentrasi tertinggi dan termudah
diperoleh dalam jumlah yang banyak untuk dianalisis berasal dari serum darah
(Tizard,1988).

Menurut Jawetz ef al. (1991), antibodi adalah protein yang dikenal sebagai
imunoglobin. Antibodi terbentuk sebagai respon terhadap scatu antigen yang
bereaksi secara spesifik dengan antigen itu atau sesuatu yang mempunya’
hubungan erat dengaunya. Antibodi adalah protein khusus, yaitu imunoglobin-
imunoglobin. Sifat antibodi ini antara lain tergantung pada kelas dari
imunoglobin.

Antibodi atau imunoglobulia adalah struktur yang berhubungan dengan
glikoprotein diproduksi oleh limfosit B yang berfungsi sebagai moderator spesifik
imunitas humoral. Semua antibodi umumnya mempunyai dua struktur rantai
ringan (Light chain) dan dua struktur rantai berat (Heavy chain) yang identik serta
dihubungkan satu dengan lainnya oleh ikatan disulfida (Noris and Varma, 1992).

Struktur imunoglobulin terdiri dari fragmen ab (Fab) dan fragmen ¢ (Fc) kedua
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fragmen ini dirangka: olek untaian dua sulfida (s-s). Bagian yang terdiri dari asam
amino yang bertugas untuk mengikat antigen dikenal dengan side binding antigen,
sedang Fc terdiri dari karbohidrat yang sering berikatan dengan komplemen
(Rantam, 2003).

Sistem imun merupakan sistem pertahanan tubuh yang berfungsi untuk
melindungi bagian tubuh hewan terhadap masuknya organisme, produk beracun
maupun benda asing. Adanya benda asing yang masuk nantinya akan berikatan
dengan reseptor yang diperantarai oleh limfosit dan dikasilkan prcduk khusus
yang berupa protein spesifik yang disebut antibodi (Baratawidjaya, 2000).

Langkah awal dalam pembentukan antibodi adalah terjadinva fagositosis
antigen oleh makrofag. Makrofag ini memberikan antigen kepada sel-sel B dan
sel-sel T pembantu. Sei-sel B yang membawa imunoglobulin pada permukaannya
yang cocok dengan antigen dirangsang untuk berproliferasi membentuk: klon dan
berdiferensiasi menjadi sel-sel plasma. Sel plasma mensintesis protein antibodi
(Jawetz et al., 1991; Vilk, 1992).

Sifat-sifat unwum imunogen adalah: (1). Keasingan, yaitu: dalam
lingkungan normal sistem imun membedakan antar self dan non selt. (2). Ukuran,
antigen harus mempunyai ukuran minimum yang efektif dengan berat molekul
lebih kurang 10.000 Dalten. (3). Kompleksitas, faktor yang menentukan
kompleksitas imunogen yaitu sifat fisik dan kimia molekuler (Wahab dan
Noerjati, 1993).

Imunogenitas suatu substansi ditentukan oleh beberapa faktor penting,

diantaranya yaitu: molekul substansi tersebut harus benikuran cukup besar,
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walaupun beium diketahui batas ukuran molekul yang menentukan imunogenitas.
Substansi dapat dikatakan bersifat imunogen jika berat molekul lebih dari 10.000

Dalton (Goodman, 1991; Abbas et al., 2000).

2.6. Immunoassay Untuk Identifikasi Tkatan Antigen-Antibodi EPF

ELISA direct merupakan konfigurasi paling sederhana. Antigen secara
langsung diadsorbsikan ke suatu substrat padat. Permukaan substrat dicuci dan
antibodi yang dilabel dengan enzim digunakan untuk menunjukkan adanya
antigen. Hasilnya akan terlihat bila ditambah substrat. Konfigurasi ini
memerlukan antiserum yang spesifik untuk antigen yang dimaksud. Antiserum ini
harus dikonjugasikan pada enzim. Keterbatasan konfigurasi ini berkaitan dengan
sifat pengikatan substrat padat dan kualitas antibodi indikator. Keuntungan
utamanya adalah kesederhanaan sistem. Konfigura:i ini biasanya digunakan
dalam esaé untuk mengenali suatu antigen (Burgess, 1995). Kelemahan model in:
adalah diperlukan keahlian dalam melakukan konjugasi atau melabel antibodi
dengan enzim, seningga tahap ini memerlukan tahapan purifikasi antibodi dan

setelah itu dilanjutkan deigan peiabelan (Rantam, 2003).

Gambar 2.1 Direct ELISA
(Sumber: Burgess, 1995)
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BAB 3

MATERI DAN METODE PENELITIAN
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BAB 3. MATERI DAN METODE PENELITIAN

3.1. Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Invitro Fakultas Kedokteran
Hewan  Universitas Airlangga Surabaya, Laboratorium Biologi M(;lekuler
Fakultas Matematika Ilmu Pengetahuan Alam Universitas Brawijaya Malang, dan
Tulangan, Sidoarjo. Pelaksanaan penelitian ini dimulai 2 Februari 2008 sampai

21 Mei 2008.

3.2. Me=:ieri Penelitian
3.2.1. Hewan Penclitian

Hewan percobaan yang digunakan adaiah tiga puluh ekor kambing
Peranakan Eftawah betina berumur 2 tahun dan sudah pernah beranak untuk
diagnosa kebuntingan.
3.2.2. Bahan Penelitian

Bahan penelitian yang digunakan berupa antibodi poliklonal anti-EarIy
Pregnancy Factor, hormon Prostaglandin Fo, (Lutalyse ™ Dinoprost
Tromethamin 5mg/m] Pharmacia N. VI S.A Puurs - Belgiuin;, Progestogen,
semen segar, susu skim, serum darah kambing bunting.

Beberapa reagen kimia yang dipakai dalam penelitian ini adalah: Sodium
Carbonate (NazCO3) buffer, S0 mM, pH 9.6 dengan 0.02% NaNj; Tris-Buffered
Saline Tween-20 (TBST-20, pH 7,4); Phosphate Buffered saline (PBS); Bovine

Serum Alburin (BSA, B 4287); Bufer Tris-Glisin; Buffer Fosfat; Diethanolariine
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(Sigma, D0683); pNPP (parc-Nitro-Phenyiphosphat, Sigma N9389); Alkohol
70%.

Sejumlah peralatan yang digunakan berupa disposable syringe 1 ml, 5 ml
dan 20 m! (Terumo Co.,Europe), tabung reaksi venoject 5 mi, 10 mi dan 20 ml,
rak tabung venoject, peralatan untuk laboratorium uji ELISA; meliputi microtiter
plate ELISA, pipet eppendroof 20-200 pul dan 1-10 pl, pipette tips, water bath,
refrigerated centrifuge, centrifuge vortexer, pH meter merk Schoot-Gerate tipe
CG 820, Autoclave, alumunium foil, tissue, mikropipet, ELISA reader (biorad),

gun inseminasi, pipa fiber, termometer.

3.3. Mectode Penelitian

3.3.1. Tahap Sinkronisasi Birahi dan Inseminasi Buatan pada Kambing
Sebanyak 30 ekor kambing Peranakan Ettawah berumur 2 tahun

digunakan dalam penelitian ini. Sinkronisasi birahi dilakukan dengan

menggunakan hormon Progesteron dosis 1 g (sronge vagina). Sponge vagina

dibiarkan dalam vagina sclama 11 hari. Pada hari ke-11 bersamaan dengan

mancabut sponge vagina, kambing diberi Prostaglandin Fa, (Yutalyze) 2,5 mg

secara intra uterin.

Hari 1 11 14
f T 1
Sponge vagina - Pencabutan sponge - Estrus
Vagina -IB
- PGF,, intra uterin
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Gambar 3.1. Inseminasi Buatan pada vagina kambing

Pengamatan birahi dilakukan dengan melihat gejala birahi yang timbul
yaitu vulva merah, bengkak, basah dan lender serviks. Sebelum di Inseminasi
Buatan, pada saat estrus (hari ke-0), dilakukan pengambilan darah terlebih dahulu
yang akan digunakan sebagai kontrol negatif. Inseminasi buatan dilakukan setelah
12-18 jam tanda birahi tampak dengan menggunakan semen segar yang
diencerkan dengan susu sapi segar dosis IB 1 ml dengan konsentrasi 50-60 juta
spermatozoa/ml, pH 5,9 — 7, lihat Lampiran 1 untuk prosedur pengenceran semen.

Kemudian dilakukan pengambilan darah pada minggu ke-3 setelah
Inseminasi Buatan.

3.3.2. Immunoassay dengan Metode ELISA Direct

Sampel darah yang telah diambil dari kambing bunting tersebut didiamkan
untuk kemudian diambil serumnya dan diidentifikasi protein spesifik Early
Pregnancy Factor dengan teknik Enzyme Linked Immunosorbant Assay direct /
ELISA direct, berdasarkan nilai absorbansi pada panjang gelombang 405 nm dari
ELISA reader. Untuk prosedur ELISA direct dapat dilihat pada Lampiran 2.

Nilai Optical Density (OD) dapat dibaca dengan metode positif atau

negatif. Nilai optical density antigen yang dibaca melalui reader dari ELISA
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dinvatakan positif untuk sampel kecil (<10) bila sampel memberikan nilai
absorban 2 kali di atas nilai rata-rata kontrol negatif (2x COV/ Cut Off Value).
Nilai COV untuk besar sarapel antara 10-100, ditentukan dengan rata-rata kontrol

negatif ditambah 2-3 simpangan baku (X + 2-3 SD) (Suwamo dkk., 2008).

3.4. Peubah yang Diamati

Peubah yang diamati dalam penelitian ini adalah adanya protein EPF dalam
serurn kambing yang diduga bunting dengan metode ELISA direct yang antibodi
indikatornya berasal dari serum kambing yang diimunisasi dengan protein EPF
sapi, hasil penelitian sebelumnya Kemudian nilai absorbansi protein EPF
dikonversikan dengan kurva baku standar EPF yang sudah diketahui rumus
regresi liniemya, seperti pada Lampiran 5. Berdasarkan rumus tersebut moka

dapat diketahui kadar protein EPF dalam serum tersebut.

3.5. Diagnosability Bahap EPF

Hasil penelitian yaitu bahan diagnosa EPF menggunakan metode ELISA
direct dibandingkan dengan metode diagnosa kebnniingan yang lain yaitu palpasi
abdominal peda hari ke-90 sctelah Inseminasi Buatan sebagai gold standard.
Diagnosa yang diamati dalam penelitian ini adalah sensitivitas. spesifisitas,
prediktif nilai negatif, prediktif nilai positif bahan diagnosa pen :litian terhadap
serum kambing diduga bunting pada minggu ke-3 setelah Inseminasi Buatan

dibandingkan dengan gold standard.
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Sensitivitas (true positive) adalah pengukuran statistik bahan diagnosa EPF
yang menunjukkan hasil positif bunting dan kambing benar-benar bunting setelah
diujikan dengan gold standard, kebalikannya adalah false negative yaitu bahan
diagnostik menunjukkan hasil tidak bunting padahal bunting.

Spesifisitas (true negative) adalah pengukuran statistik bahan diagnosa
EPF yang menunjukkan hasil negatif bunting dan kambing benar-benar tidak
bunting setelah diujikan dengan gold standard, kebalikannya adalah false positive
yaitu bahan diagnosa menunjukkan hasil bunting padahal kambing tidak bunting.

Prediktif nilai negatif adalah pengukuran statistik dimana bahan diagnosa
menunjukkan hasil negatif bunting dan kambing benar-benar tidak bunting setelah
diujikan dengan gold standard. Prediktif nilai positif adalah probabilitas dimana
bahan diagnosa menunjukkan hasil positif bunting dan benar-benar bunting
setelah diujikan dengan gold standard (Altman dan Rland, 1994).

3.,6. Analisis Data
Data yanz diperoleh akan dianalisis secara deskriptif dan disajikan dalam

beatuk tabel, presentase, dan gambar.
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BAB 4

HASIL PENELITIAN
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BAD 4. HASIL PENELITIAN

4.1 Pengukuran Optical Density Protein Early Pregnancy Factor pada
Kambing

Pengukuran titer protein Early Pregnancy Factor dari serum kambing
dilakukan dengan metode ELISA direct yang antibodi indikatornya berasal dari
serum kambing yang diimunisasi dengan protein EPF sapi, hasil penelitian
sebelumnya. Nilai Oprical Density protein EPF yang dibaca melalui ELISA reader
dinyatakan positif bila memberikan nilai diatas COV yaitu rata-rata kontrol
negatif ditambah 2-3 simpangan baku (X + 2-3 SD) (Suwarnc dkk., 2008). Jika
kontrol rata-rata adalah 0,0355 dengan SD 0,0143, maka nilai Optical Density
EPF yang dihasilkan harus lebih besar dari 0,1282. Pada penelitian ini kambing
dengan nilai Optical Density EPF positif tidak ditunjukkan pada kambing nomor 5,
10, 11, 12, 15, 16, 17, 2i, 22, 23, 29 dan 20. Kisaran nilai Optical Density EPF
positif dari 0,201 hingga 0,295 dan nilai Optical Density tertinggi terdapat pada
kambing 28, dapat dilihat rada Lampiran 3.

Berdasarkan nasil pemeriksaan Cptical Density, selanjutnya kadar protein
EPF diperoleh dengan cara mengkonversi nilai Optical Density dengan rumus
persamaan kurva baku standar EPF yang diperoleh dari SPSS version 13.0 seperti
di bawah ini:

Y =0,0719 + 0,0004X
Keterangan: Y = Nilai absorbansi

X = Kadar protein
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Data tersebut dapat dilihat pada tabel 4.1. di bawabh ini :

28

Tabel 4.1. Kadar Protein Early Pregna:icy Factor pada 21 hari pasca IB

hamhing

Vhwerbnsi * Kadur Proten (gg'miy

1 0,220 370,375
2 0212 350,375
3 0,213 352,875
4 0,220 370,375
5 -

6 0,223 377,875
7 0,227 387,875
3 0,232 400,375
9 0,221 372,875
10 -

H -

12 -

13 0,251 447,875
14 0,263 477,875
15 -

16 -

17 -

18 0,226 385,375
19 0,275 507,875
20 0,240 420,375
21 -

22 -

23 -

24 0,211 347,875
25 0,203 327,875 ]
26 0,208 340,375
27 0,236 410,375
28 0,295 557,875
29 -

30 -

Keterangan: = Tidak ada perubahan warna

4.2 Diagnosability Early Pregnancy Factor Sapi Terhadap Kebuntingan

Kambing

Hasil identifikasi EPF dengan menggunakan metode ELISA direct

yang menunjukkan bunting atau tidaknya ke-30 kambing tersebut, kemudian

dibandingkan dengan palpasi abdominal pada hari ke-90 pasca IB. Untuk

data lengkapnya dapat dilibat pada Lampiran 4. Seperti vang ditunjukkan

pada tabel 4.2, di bawah ini:
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Tatel4.2. Jumlah Perbandingan Diagncsa Kebuntingan Kambing
Menggunakan Protein Spesifik Early Pregnancy Factor yang
Berasal dari Kotiledon Sapi dengan Palpasi Abdominal

PA +
EPF -
+ TP=17 FP=1 PPV =94.,44%
- FN=1 TN=11 NPV =91,67%
SN =94,44% SP=91,67%
Keterangan
+ : Bunting
- : Tidak Bunting
EPF : Diagnosa Kebuntingan pada Kambing Berdasarkan EPF
PA : Palpasi Abdominal
TP : True Positive
FP : False Positive
FN : False Negative
TN : True Negative
PPV : Positive Predictive Value
NPV : Negative Predictive Value
SN : Sensitivity
SP : Specificity
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BAB 5

PEMBAHASAN
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BAB 5. PEMBAHASAN

5.1 Diagnosability Bahan EPF Sapi pada Kambing

Hasil pengamatan penelitian terhadap 30 ekor kambing menunjukkan hasil
yang sangat signifikan. Berdasarkan pengamatan tampak bahwa 18 sampel serum
darah dari kambing yang diduga bunting setelah diuji dengan antibodi poliklonal
anti-EPF yang berasal dari kotiledon sapi menggunakan metode ELISA direct
menunjukkan hasil positif dan 12 sampel lainnya menunjukkan hasil negatif.

Deteksi kebuntingan kambing pada hari ke-21 gestasi menggunakan
antibodi poliklonal anti-Early Pregnancy Factor yang berasal dari kotiledon sapi
mempunyai sensitivitas yang tinggi yaitu 94,44% dengan spesifisitas yang tinggi
pula yaitu 91,67%. Hasil positif bunting atau :rue positive yang ditunjukkan oleh
EPF dan palpasi abdominal adalah sebanyak 17 kamb:ing, sedangkan hasil tidak
bunting atau frue regative yang ditunjukkan oleh EPF den palpasi abdominal
sebanyak 11 kambing Hasilnya didapatkan adanya nilai false positive dan false
negative masiug-masing adalah 1 (satu) dengan presentase 3,33%. Kematian
embrio dini mungkin merupakan penyebab adanya nilai false positive. Adanya
nilai false negative discbabkan karena permasalahan yang terjadi saat proses
ELISA direct, salah satunya seperti efek mata kail sehingga hasil deteksi tidak
konsisten deng.n keadaan kiinis kambing tersebut. Efek mata kail dapat
disebabkan karena pengenceran sampel yang rendah memberi hasil yang sedang,
tetapi pada pengenceran yang lebih besar, kadar analit melampaui batas atas daya

baca ELISA reader (Suwarno dkk., 2008).
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Nilai prediksi positif adalah 94,44%. dan untuk nilai prediksi negatif adalah
91,67%. Hasil deteksi kebuntingan pada kambing menunjukkan nilai sensitivitas
gan spesifisitas yang tinggi mungkin bisa terjadi karena sampel darah yang
digunakan adalah sampel pada hari ke-21 setelah dilakukan Inseminasi Buatan.
Hal ini sesuai yang dikatakan oleh Xie ef al.(1996) bahwa Pregnancy Associated
Glycoproteins-1 (PAG-1) yang juga dikenal sebagai pregnancy-specific protein B
(PSP-B) bisa terdeteksi dalam sirkulasi maternal pada minggu ke tiga setelah
kebuntingan. Keduanya bisa dideteksi pada darah maternal saat sel-sel binukleat
tropoblast plasenta fetus mulai bermigrasi dan berfust dengan sel-sel endometrium
membentuk feto-maternal syncytium (Karen et al., 2003).

Pregnancy Associaied Glycoproteins-1 (PAG-1) bisa digunakan sebagai
penanda biokimia nntuk kebuntingan dan bisa dideteksi dalam darah maternal
pada tiga minggu setelah konsepsi (Xie et al., 1996). EPF tersisa dalam sirkulasi
maternal hingge sekitar minggy terakhir kebuntingan tetapi selalu menghilang
dan serum sebelum proses kelahiran. Subiansi EPF ditemukan setelah proses
implantasi dan tetap berada di dalam darah induk sampai akhir kebuntingan dan
menghilang sebelum partus, sehingga EPF dalam jaringan plasenta Kurang lebih
timbul pada hari ke-18 (Duplants, 2000).

ELISA Direct digunakan untuk mendeteksi titer protein EPF secara semi
kuantitatif atau kuantitatif melalui ELIS 1 reader berdasarkan pada nilai absorban
atau kerapatan optik (Optical Density/ OD) (Suwarno dkk., 2003). Menurut
Rantam (2003) model ini banyak digunakan di berbagai laboratorium, karena

bahan yang digunakan untuk uji ini tersedia dai mudah dibeli dipasaran. Model
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ini tidak memeriukan keahlian khusus. Protein EPF dapat dideteksi dengan
mengadsorbsikan antigen secara langsung ke suatu substrat padat. Permukaan
substrat dicuci dan antibodi yang ditempeli enzim digunakan untuk menunjukkan
adanya antigen, dalam hal ini protein EPF pada kambing yang diduga bunting.
Hasilnya akan terlihat bila ditambah substrat. Konfigurasi ini memerlukan
.antiserum yang spesifik untuk antigen yang dimaksud. Antiserum ini harus
dikonjugasikan pada enzim. Perubahan warna yang terjadi sesuai dengan jumlah
enzim yang diikatkan dan sesuai pula dengan kadar protein yang dicari.
Berdasarkan hasil pemeriksaan 30 sampel serum darah dan kambing yang diduga
bunting dengan wji ELISA direct diperoleh bakwal8 kambing terlihat adanya
perubahan warna dan menunjukkan titer positif terhadap anti EPF dan 12 kambing
tidak menunjukkan perubahan warna sehingga nilai titer tidak terbaca oleh
spektrofotometer. Titer protein EPF yang menunjukkan positif dengan angka
tertinggi dihasilkan pada kambing ke-28.

Penggunaan antibodi poliklonal anti-Early Pregnancy Factor yang berasal
dari kotiledon sapi terbukti dapat digunakan untuk medeteksi kebuntingan pada
kambing. Hal ini dikarenakan protein-protein tersebut memiliki kesamaan
rangkaian parsial terhadap bPAG-1, dan bereaksi silang dengan antisera
poliklonal yang didapatkan setelah imunisasi kambing dengan bPSP-B (Atkinson
et al., 1993).

Bahan bioaktif pada penelitian ini bila dibandingkan dengan diagnosa
kebuntingan yang lain pada kambing misalnya teknik RIA, memiliki banyak

kcunggulan. Salah satu cara dizgnosa kebuntingan dengan pemeriksaan hormon
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scperti progesteron, dilakukan dengan mengekur csampel serum darah

menggunakan RIA. Diagnosa ini dilakukan pada umur kebuntingan 17-18 hari

dengan angka keberhasilan 85 % (Hunter, 1995). Pada Ovine Pregnancy Specific

Protein B (PSP-B) memiliki keakuratan 100% dalam mendeteksi kebuntingan
- pada hari ke-26 setelah kebuntingan (Karen ef al., 2003).

Parameter yang diamati pada penelitian ini adalah sensitivitas, spesifitas,
prediktif nilai negatif, dan prediktif nilai positif bahan bioaktif penelitian, untuk
mendapatkan hal tersebut, EPF yang merupakan bahan diagnosa penelitian,
dibandingkan dengan gold standard, dalam hal ini adalah palpasi abdominal. Gold
standard yang digunakan sesuai pendapat Diane (1995) vaitu tes yang sederhana
dan relatif tidak mahal.

Jika dibandingkan dengan diagnosa kebuntingan menggunakan progesteron
dengan nilai sensitivitas 88% - 100%, maka sensitivitas bahan diagnosa EPF
menggunakan metode ELISA direct menunjukkan hasil 94,44%, ini tergolong
tinggi. Tes yang mempunyai sensitivitas tinggi berguna untuk screening (Dizne,
1995) dalam hel ini kebuntingan kambing. Kegunaan bahan diagnosa EPY adalah
selain digunakan untuk diagnosis awal kebuntingan, detcksi EPF bisa sangat
bergunz untuk membedakan antara kegagalan pembuahan dan kegagalan
implantasi, seperti dalam pemantauan kebuntingan beresiko (Cavanagh, 1996).
Tes yang mempunyai sensitivitas tinggi sedikit terjadi false negative, ketika hasil
tes menyatakan kambing tidak bunting maka praktisi dapat memastikan kambing
memang tidak bunting, sehingga yang mempunyai sensitivitas yang tinggi sangat

membantu ketika Lasilnya negatif atau tidak bunting (Diane, 1995).
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Spesifisitas bahai diagnosa EPF dengan metode ELISA direct menunjukkan
presentase 91,67% dan tergolong tinggi. Tes yang mewmpunyai spesifisitas yang
tinggi hasil false positive kecil. Konsekuensinya tes yang spesifik sangat
membantu ketika hasilnya positif atau bunting (Diane, 1995).

Indonesia yang merupakan negara berkembang maju, di samping keandalan
suatu tes, kepraktisan dan biaya pemeriksaan merupakan suatu faktor yang perlu
diperhitungkan dalam pemilihan suatu tes. Suatu uji laboratoris yang amat handal
tetapi tidak praktis dan membutuhkan biaya pemeriksaan yang mahal hanya
mempunyai arti akademis dan hanya dapat dipakai untuk penelitian saja tetapi
tidak dapat dipakai untuk keperluan pelayanan di lapangan (Handojo,1996).
Mendeteksi kabuntingan secara dini dengan menggunakan protein spesifik Early
Pregnancy Factor, diharapkan menjadi salah satu alternatif bahan diagnostik

untuk tes kebuntingan pada kambing yang relatif lebih mudah untuk digunakan.
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BAR 6. KESIMPULAN DAN SARAN

6.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil pengujian sampel serum kambing setelah direaksikan
dengan antibodi poliklonal anti-EPF (Earl); Pregnancy Factor) yang berasal dari
kotiledon sapi dengan teknik ELISA direct, maka dapat diambil kesimpulan sbb:

1. Protein spesifik Early Pregnancy Factor (EPF) yang berasal dari kotiledon
sapi dapat digunakan untuk mendiagnosa kebuntingan umur 21 hari pada
kambing dengan sensitivitas dan spesifisitas masing-masing 94,44% dan
91,67%.

2. Protein spesifik Early Pregnancy Factor (EPF) lebih efektif untuk diagnosis

kebuntingan dini dibandingkan dengan palpasi abdominal.

6.2. Saran

Berdasarkan hasil penelitian ini dapat diajukan saran sebagai berikut :

1. EFF dapat digunakan untuk diagnosa kebuntingan kamnbing secara dini
yang dilakvkan di lapangan.
2. Keberhasilan protein spesifik Early Pregnuncy Factor (EPF) yang

berasal dari kotiledon sapi dalam mendiagnosa kebuntingan pada kambing
memungkinkan peternak kambing menggunakan tes ini sehingga dapat

mengukur tingkat reproduktivitasnya.
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RINGKASAN
ALVI AQUARIYANTI. Diagnosa Kebuntingan pada Kambing Menggunakan
Protein Spesifik Early Pregnancy Factor (EPF) yang Berasal dari Kotiledon Sapi,
dibawah bimbingan Herman Setyono, MS., drh. sebagai dosen pembimbing I dan
Indah Norma Triana, M:Si., drh. sebagai dosen pembimbing II.

Perkembangan populasi ternak ruminansia seperti sapi, kambing dan
domba di Indonesia belum cukup berarti bahkan cenderung meugalami penurunan
menjadi latar belakang masalah penelititan ini. Upaya yang dilakukan agar target
reproduktivitas tinggi dapat tercapai dengan melakukan perbaikan pengelolaan
reproduksi yang meliputi deteksi birahi, perkawinan dan diagnosa kebuntingan
yang tepat.

Xie et al. (1996) mendeteksi Early Pregnancy Factor (EPF) dalam
sirkulasi maternal pada minggu letiga kebuntingan. Konsentrasi EPF dilaporkan
mencapa’ optimal sebelum proses kelahiran. Protein spesifik iersebut bisa
terdeteksi pada serum darah maternal saat sel-sel binukleat tropoblast plasenta
fetus mulai bermigrasi dan berfusi dengan sel-sel endometrium membentuk feto-
matcrnal syncysium (Karen et al., 2003).

Cara yang digunakan untuk mendeteksi EPF dalam darah dalam penelitian
ini menggunakan metode ELISA direct dengar, mereaksikan antara serum darah
kambing yang diduga bunting dengan antibodi poliklonal anti-Early Pregnancy
Factor yang berasal dari kotiledon sapi yang kemudian dibaca nilai absorbansinya

dengan panjang gelombang 405 nm dari ELISA reader.
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Ogticai Density dari EPF yaitu rilai 2bsorbansinya dikonversikan dengan
kurva standard EPF sehingga dapat diketahui rumus regresi liniernya.
Berdasarkan rumus tersebut maka dapat diketahui nilai titer protein EPF.

Sampel yang digunakan adalah serum darah dari 30 ekor kambing yang
diduga bunting. Sampel kemudian diuji dengan antibodi pbliklonal anti-EPF
menggunakan metode ELISA direct. Hasil pengujian dibandingkan dengan gold
standard yaitu palpasi abominal.

Hasil penelitian menunjukkan adanya protein EPF dalam serum darah
kambing pada minggu ke-3 setelah Inseminasi Buatan, yang direaksikan dengan
antibodi poliklonal anti-EPF yang berasal dari kotiledon sapi dengan metode
ELISA direct menunjukkan 18 ekor kambing yang diduga bunting, positif bunting,
yang ditunjukkan dengan nilai absorban di atas nilai rata-rata kontrol negatif dan
setelah dibandingkan dengan palpasi abdominal menunjukkan hasi! true positive
atau benar-benar bunting hanya 17 ekor kambing dengan false positive sebanvak
satu ekol; kambing. Sedangkan 12 ekor kambing lainnya tidak menunjukkan
adanya perubahan warna sehingga nilai absorbannya tidak dapat terbaca dan
seteleh dibandingkan dengan paipasi abdoniinal menunjukkan hasil true negative
atau benar-benar tidak bunting adalah 11 ekor kambing dengan false negative satu
ekor kambing. Sehingga didapatkan bahwa protein spesifik Early Pregnancy
Factor (EPF) y:ng berasal dari kotiledon sapi mempunyai sensitivitas dan
spesifisitas yang tinggi dalam mendiagnosa kebuntingan pada kambing, yaitu

masing-masing 94,44% dan 91,67%.
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Sehingga dapat disimpulkan bahwa protein spesifik Early Pregnancy
Factor (EPF) yang berasal dari kotiledon sapi dapat digunakan untuk
mendiagnosa kebuntingan kambing umur 21 hari. Saran yang diberikan yaitu
peternak kambing dapat menggunakan tes ini sehingga dapat mengukur tingkat

reproduktivitasnya.
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Lampiran 1. Prosedur Pembuatan Pengenceran Semen dengan Air Susu
(Hardijanto dkk, 2006)

1. Masukkan 300 — 500 ml air susu sapi segar ke dalam tabung Erlenmeyer
dan pasanglah sedemikian rupa thermometer yang berkapasitas 100°C atau
lebih sehingga mudah dibaca.

2. Masukkan tabung Erlenmeyer ke dalam sebuah bejana yang berisi air
secukupnya dan dipanaskan air susu tersebut secara tidak langsung.

3. Setelah thermometer menunjukkan 92°C, aturlah nyala api pemanas dan
dipertahankan suhu tersebut antara 92 — 95°C selama 10 menit,

4. Dinginkan air susu tersebut perlahan-lahan hingga mencapai sampai 32°C
sesuai suhu semen yang diencerkan. |

5. Buang kepala susu atau disaring memakai kain kasa steril bila kepala susu
pecah.

6. Ditambahkan antibiotik Penicillin 1000 1U dan Streptomycin 1 mg ke
dalam setiap millimeter air susu yang telah didinginkan, kemudian diaduk

hingga rata.

7. Campurkan semen dengan air susu di atas dengan perbandingan 1 : 10.
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Lampiran 2. Prosedur ELISA direct (Suwarno dkk, 2003)

Sampel darah yang telah diambil dari kambing Bunting tersebut didiamkan
untuk kemudian diambil serumnya dan diidentifikasi protein spesifik Early
Pregnancy Factor dengan teknik Enzyme Linked Immunosorbant Assay direct /
ELISA direct, berdasarkan nilai absorbansi pada panjang gelombang 405 nm dari
ELISA reader. Adapun prosedur kerjanya sebaga;i berikut:

Coating Antigen pada Microplfue

1. Serum kambing buting yang mengandung protein Early Pregnancy
Factor, dilarutkan dalam Sodium Carbonate (Na;COs) buffer (Coating
buffer) dimasukkan dalam microplate's;:banyak 50 pl per-well, .

2. Kemudian plate ditutup dengan plastik adhestlve dan diinkubasi pada 4 °C
selama semalam atau pada suhu ruang selama dua jam.

3. Kemudian dilakukan pencucian dengan menambahkan 200 pl 0,05 %
Phosphate Buffered saline Tween-20 per-well sebanyak tiga kali masing-
masing selama tiga menit.

Blocking

1. Setelah pelapisan lempeng dengan antigen kemudian diblok dengan 200 pl
Bovine Serum Albumin 1% dalam Phosphate Buffered saline (PBS) dan
dimasukkan kedalam microtiter plate masing-masing 50 ul per-well.

2. Kemudian plate ditutup dengan plastik adhesive dan diinkubasi pada suhu

ruang selama dua jam.
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3. Kemudian dicuci dengan menambahkan 200 ul 0,05 % Phosphate

Buffered saline Tween-20 per-well sebanyak tiga kali masing-masing

selama tiga menit.
Inkubasi dengan Antibodi

1. Tambahkan 100 pl antibé;di poliklonal anti-Early Pregnancy Factor yang
berasal dari kotiledon sapi yang sudah dilabel dengan Alkaline
Phosphatase, dan dilarutkan dengan Eow‘ne Serum Albumin 1% dalam
Phosphate Buffered saline (PBS).

2. Kemudian plate ditutup dengan plastik adhesive dan diinkubasi pada suhu
ruang selama dua jam.

3. Kemudian dicuci dengan menambahkan 200 wl 0,05 % Phosphate
Buffered saline Tween-20 per-well sebanyak tiga kali masing-masing
selama tiga menit.

Deteksi

1. Selanjumya ditambahkan substrat para-Nitro-Phenylphosphat (pNPP)
dalam diethanolamine 10 %, dimasukkan dalam microtiter plate, 100 pl
per-well.

2. Selanjutnya diinkubasi selama 30 menit pada suhu ruang dan gelap dan
jika warna pada kontrol sudah berubah menjadi kuning maka reaksi
dihentikan dengan penambahan NaOH 3 M (Stop Reaction) 100 pl per-
well.

3. Kemudian dibaca absorbansinya dengan ELISA reader dengan panjang

gelombang 405 nm.
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Lampiran 3. Nilai Absorbansi {OD) Protein EPF pada Pengenceran 1:20

Kambing Rataan

1 . 0,220*
2 0,212*
3 0,213*
4 0,220*
5 0,057
6 0,223*
7 0,227*
8 0,232*
8 0,221
10 0,056
1 0,050
12 0,058
13 0,251*
14 0,263*
15 0,058
16 0,050
17 . 0,084
18 : 0,226*
19 T 0,275"
20 0,240*
21 0,050
22 0,058
23 0,064
24 0.211*
25 0,203"
26 0,208
27 0,236*
28 0,285*
29 0,066
30 0,072
Keterangan * = positif bunting

COV =10,0903622
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Lampiran 4. Hasil Penelitian Dibandingkan dengan Palpasi Abdominal (90

hari pasca IB)
1 + +
2 + +
3 + +
4 + +
5 - -
6 + +
7 + +
8 + +
9 + +
10 - -
11 - -
12 - -
13 + +
14 + +
15 - -
16 - -
17 - +
18 + +
19 + +
20 + +
21 - -
22 - R
23 - -
24 + -
25 + .+
26 + +
27 + +
28 + +
29 - -
30 - -
Keterangan: + = Bunting ‘

- = Tidak bunting
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Lampiran §, Perhitungan Konsentrasi EPF Lewat Persamaan Kurva
Standar

Konsentrasi dan nilai absorbansi dari EPF standar

kons ug/mi Abs
20 1,601
10 1,537
5 1,488
25 1,463
1,25 1,431

Berdasarkan konsentrasi protein EPF standar dan nilai absorbansinya,
maka diperoleh gambaran kurva standar protein EPF dan persamaan regresi

liniernya sebagai berikut

L y=0.0719 + 0.0004X

—t—abs

Absorbansi

-—— Linear [abs)

Kadar protein EPF serum darah diperoleh dengan cara mengkonversi nilai
optical density dengan rumus Y = 0,0719 + 0,0004X
Y =NILAI ABSORBANSI

X = KADAR PROTEIN EPF
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Perhitungan :

(Y - 0,0719)
Y =0,0719 + 0,0004X ———> X= —

0,0004 -
X = KADAR PROTEIN EPF
Y = NILAT ABSORBANSI
Kambing 1 : (0,220-0,0719)
X= —F
0,0004
X=370,375 ug/ml
Kambing 2 : (0,212-0,0719)
X: _
0,0004
X=1350,375 ng/ml
Kambing 3 : (0,213-0,0719)
X: —_————
0,0004
X=352,875 pg/ml
Kambing 4 : {0,220-0,0719)
X= —
0,0004
X=1370,375 pg/ml
Kambing 5 : (0,057-0,0719)
X= —
0,0004

X=-37,25 pg/mi
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Kambing 6 :

Kambing 7 :

Kambing 8 :

Kambing 9 :

Kambing 10 :

Kambing 11 :

Kambing 12 :
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(0,223-0,0719)
X: ——
0,0004
X=1377,875 ug/mi
(0,227-0,0719)
X=  —
0,0004
X=1387.875 ng/ml
{0,232-0,0719)
X: e —
0,0004
X=400,375 pg/ml
(0,221-0,0719)
X= @ —_—
(,0004
X=372,875 pg/mi
(0,056-0,0719)
X: ——
0,0004

X=-39,75 pg/mi

(0,050-0,0719)
0,0004

-54.75 pg/ml

(0,058-0,0719)

0,0004
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X=-34,75 pg/ml
Kambing 13 : (0,251-0,0719)
X=  —
0,0004
i X= 447,875 pg/ml
Kambing 14 : (0,263-0,0719)
X: —_—
0,0004
X=477,875 pg/ml
Kambing 15 : (0,058-0,0719)
0,0004
X=-34,75 pg/ml
Kambing 16 : (0,050-0,0719)
0,0004
X=-54,75 pg/ml
Kambing 17 : {0,084-0,0719)
0,0004
X=30,25 pg/ml
Kambing 18 : (0,226-0,0719)
X= —
0,0004
X= 385,375 pg/ml
Kambing 19 : (0,275-0,0719)
X= = —
0,0004

X= 507,875 pg/ml
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Kambing 20 : (0,240-0,0719)
0,0004
X= 420,375 pg/ml
Kambing 21 : (0,050-0,0719)
0,0004

X=-54,75 pg/mi

Kambing 22 : (0,058-0,0719)

= 0,0004

X=-34,75 pg/ml
Kambing 23 : (0,064-0,0719)

X= = ——

0,0004

X=-19,75 pg/ml
Kambing 24 : (0,211-0,0719}

= 0,0004

X= 347,875 pg/ml
Kambing 25 : (0,203-0,0719)
0,0004
X= 327,875 pug/ml
Kambing 26 : (0,208-0,0719)
X: —_———
0,0004

X= 340,375 pg/ml
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Kambing 27 : (0,236-0,0719)
0,0004
X=410,375 pg/mi
Kambing 28 : (0,295-0,0719)
0,0004
X= 557,875 pg/ml
Kambing 29 : (0,066-0,0719)
0,0004

X=-14,75 pg/ml

Kambing 30 : (0,072-0,0719)
X= = —— .
0,0004
X=0,25 pg/ml
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Lampiran 6. Hasil Diagnosability Bahan EPF
PA 4
EPF N
+ TP =17 FP=1 PPV = 94,44%
- FN=1 TN=11 NPV =91,67%
SN = 94,44% SP =91,67%
Keterangan
+ : Bunting
- : Tidak Bunting
EPF : Diagnosa Kebuntingan pada Kambing Berdasarkan EPF
PA : Palpasi Abdominal
TP : True Positive :
Fp : False Positive ot
FN : False Negative
TN : True Negative
PPV : Positive Predictive Value
NPV : Negative Predictive Value
SN : Sensitivity
SP : Specificity
Sensitifitas :
true positive x 100% = _17_ x 100% =94,44%
true positive + false negative 17+1
Spesifisitas :
true negative x 100%= 11 x100% =91,67%
false positive + true negative 11+1
Nilai prediksi negatif :
frue positive x100%=_17 x100% =94,44%
true positive + false positive 17+1
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Nilai prediksi positif :
true negative x100%=_11_ x100%.=91,67%
true negative + false negative 11+1
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Lampiran 7. Alur Skema Penelitian

Tahap I
Sinkronisasi kambing

Birahi

Inseminasi Buatan

Serum » Titer Abpo-Anti EPF
ELITA Direct

| ]

Hasil (+) Hasil (-)
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Lampiran 8. Dokumentasi

Gambar proses pengerjaan ELISA direct
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Gambar hasil pembacaan Optical Density dengan ELISA reader
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Gambar plate layout ELISA direct
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