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ABSTRAK

Penelitian untuk mengetahui tingkat aglutinasi antarkepala spermatozoa dan sebaran antiaglutinin
dalam plasma asal epididymis dan ejakulat telah dilakukan untuk mengoptimalkan pemanfaatannya
dalam fertilizasi in vitro. Tingkat aglutinasi dan aktivitas antiaglutinin plasma epididymis dan ejakulat
domba ditentukan dengan cara menghitung jumlah aglutinasi antarkepala spermatozoa setelah
diinkubasikan selama 1, 3, 5 dan 7 jam in vitro dalam media Krebs Ringer-HEPES. Tingkat aglutinasi
antarkepala spermatozoa ditemukan menurun sesuai dengan pertambahan waktu inkubasi. Tingkat
aglutinasi antarkepala spermatozoa ceude epididymis ditemukan nyata (P<0.05) lebih rendah jika
dibandingkan dengan spermatozoa asal caput dan corpus epididymis serta ejakulat. Hasil ini
mengindikasikan bahwa sebaran antiaglutinin yang ditemukan di cauda epididymis lebih tinggi jika
dibandingkan dengan yang ditemukan pada coaput dan corpus epididymis serta ejakulat. Penurunan
tingkat aglutinasi antarkepala spermatozoa juga ditemukan pada kultur in vitro spermatozoa asal cauda
epididymis dan ejakulat yang diinkubasikan dalam medium Krebs Ringer-HEPES yang mengandung
plasma cauda epididymis. Namun demikian, perlu studi lanjut untuk menentukan keberadaan dan

pemurnian antiaglutinin dari epididymis domba yang bisa digunakan untuk keperluan persiapan
spermatozoa pada fertilisasi in vitro.
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ABSTRACT R

A study to investigate the rate of head-to-head sperm apgglutination and the distribution of
antiagglutinin in plasma collected from epididymis and ejaculate was carried out in an effort to optimize .
their use for in vitro fertilization. The rate of agglutination and the distribution of antiagglutinin were
determined by counting the number of head-to-head sperm agglutination after 1, 3, 5 and 7 hour incubations
in Krebs Ringer-HEPES media containing plasma collected from epididymis and ejaculate. The rate of
head-to-head sperm agglutination decreased according to the times of incubations. The rate of agglutination
was significantly (P<0.05) lower on the sperm collected from cauda epididymal than those collected from
caput, corpus epididymal and ejaculate. The result also indicated that the distribution of anti-agglutinin
be higher in cauda epididymis than that in other areas. The reduction of agglutination was aliso observed
on sperm collected from cauda and ejaculate cultured in vitro in KR-HEPES containing the plasma of
cauda epididymal. A further investigation is however necessary to confirm whether the antiagglutinin of
plasma from cauda epididymis can be used in the sperm preparation for in vitro fertilization.
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PENDAHULUAN

Upaya peningkatan populasi ternak
dengan menerapkan teknologi reproduksi
mutakhir, khususnya fertilisasi in vitro,
belum dilakukan secara optimal { Boediono
et al., 2000a, Djuwita ef af. 1998). Karena
itu, perlu upaya untuk meningkatkan
tingkat keberhasilan fertilisasi in vitro .
Dalam fertilisasi in vitro, spermatozoa
biasanva diambi! langsung dari
epididymis atau dari ejakulat yang
ditampung menggunakan vagina buatan.
Kedua cara ini dapat dilakukan dengan
mudah dan murah. Misalnya,
pengambilan spermatozoa dari epididymis
dapat dilakukan dengan memanfaatkan
limbah rumah potong hewan, sedangkan
penampungan ejakulat dengan bantuan
vagina buatan juga menggunakan teknik
sederhana dan murah (Rizal ef al. 2004).
Namun, keduanya sering mengabaikan
cairan plasmanya yang berperan amat
penting sebagal media untuk menjaga
kehidupan spermatozoa.

Untuk menjaga kehidupannya saat
dipakai dalam proses fertilisasi in vitro,
spermatozoa biasanya diinkubasikan
dalam media tertentu sehingga
kehidupan, daya tahan dan kapasitasnya
terjaga sebeium diinkubasikan bersama
dengan sel telur {Boediono ef al. 2000a).
Secara alami, spermatozoa yang dibiarkan
dalam media tertentu akan mengalami
proses aglutinasi atau penggumpalan.
Secara tidak langsung, proses aglutinasi
akan menurunkan tingkat efisiensi
spermatozoa dalam membuahi sel telur.
Penambahan heparin pada medium
inkubasi (Thundathil e al. 1998) dila-
porkan dapat meningkatkan kapasitas
spermatozoa untuk membuahi sel telur
dan dapat mengurangi tingkat aglutinasi
antarkepala spermatozoa. Namun, ada
yang melaporkan bahwa spesies hewan
berpengaruh terhadap efisiensi peng-

gunaan heparin untuk meningkatkan
efisiensi atau kualitas spermatozoa. Selain
1tu, mekanisme kerja heparin belum
diketahui secara jelas, apakah senyawa ini
khusus menghambat reaksi aglutinin atau
menghamhat kerja semua jenis protein
pada akrosom spermatozoa. Jika kerjanya
menghambat semua jenis protein, maka
heparin juga akan mengganggu kerja
protein pengikat zona pelusida dari ovum.
Dengan demikian diperlukan cara khusus
untik meng-hambat kerja aglutinin
sehiagga tidak menggangu kerja protein
lainnya. Penghambatan aglutinasi
tampaknya dapat dilakukan dengan
antiaglutinin. Salah satu sumber
antiaglutinin adalah plasma epididymis
(Harayama et al. 1994) sehingga dapat
digunakan untuk meningkatkan
kapasitas spermatozoa dalam fertilisasiin
vitro.

METODE PENELITIAN

Penyiapan Plasma dari Epididymis
dan Seminalis

Epididymis domba yang dipakai dalam
penelitian ini diambil dari rumah potong
hewan tradisional dan kemudian dibawa
ke laboratorium. Cairan plasma diambil
dari bagian caput, corpus dan cauda
eptdidymis menggunakan syringe.
Sementara itu, ejakulat domba ditampung
dengan bantuan vagina buatan. Sampel
cairan dimasukan ke dalam tabung
berukuran 1.5 ml dan disentrifugasi
{Kokusan H-26F Corp. Tokyvo, Japan) pada
kecepatan 700 g (epididymis) dan 500 g
(ejakulat) selama 5 menit pada suhu
ruangan. Untuk mendapatkan plasma,
cairan supernatan diambil dan
disentrifigasi ulang (Kokusan H-1500DR
Corp. Tokyo, Japan) dengan kecepatan
10000 g selama 10 menit pada suhu 4 °C,
Cairan plasma kemudian diambil dan
disimpan pada suhu 4 °C.

i
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Sebaran Antiaglutinin dengan
Kajian Aglutinasi Spermatozoa

Untuk mengetahui sebaran anti-
aglutinin di daerah caput, corpus, cauda
epididymis dan ejakulat, dipakai
rancangan acak lengkap faktorial dengan
4 jenis perlakunan dan 5 kali ulangan
setiap perlakuan. Sebaran antiaglutinin
di keempat daerah tersebut ditentukan
dengan menghitung tingkat aglutinasi
spermatozoa yang diinkubasi-kan secara
in vitro selama 1,3, 5dan 7 jam.

Cairan yang diperoleh dari bagian
caput, corpus dan cauda epididymis, serta
dari ejakulat diencerkan (1:50) dengan
medium Krebs Ringer-HEPES (KR-
HEPES) dan diinkubasikan dalam
inkubator CO, 5% pada suhu 38.5 °C
selama 1, 3, 5 dan 7 jam. Sebanyak 10 il
cairan dari setiap perlakuan diambil
dengan mikropipet dan dibuat preparat
ulas pada gelas ohjek berukuran 76.2 x
25.4 x 1.2 mm. Preparat difiksasi dengan
glutaraldehid 0.25% dalam NaC(Cl
Fisiologis (1:1), dikering-anginkan dan
diwarnai dengan Giemsa 10% (Merck,
Darmstadt Germany). Frekuensi
aglutinasi ditentukan dengan menghi-
tung jumlah aglutinasi (perlekatan)
antarkepala spermatozoa pada 10 lapang
pandang mikroskop cahaya dengan
pembesaran 400 kali.

Penambahan Plasma pada Sperma-
tozoa Cauda Epididymis dan
Ejakulat

Penelitian tentang efektifitas penam-
bahan plasma pada spermatozoa asal
cauda epididymis dan spermatozoa
ejakulat dilakuan rancangan acak
lengkap pola faktorial dengan 5
perlakuan dan setiap periakuan diulang
sebanyak 5 kali. Keefektifannya diten-
tukan dengan melihat tingkat aglutinasi
antarkepala spermatozoa yang diinkubasi
bersama plasma secarain vitro selama 1,

3, 5 dan 7 jam.

Spermatozoa segar diambil dari
cauda epididymis dengan menyayat dan
menyedotnya menggunakan syringe
berukuran 10 ml dan dari ejakulat
peiantan yang diambil dengan
menggunakan vagina buatan. Sperma-
tozoa segar kemudian diencerkan 200 kali
dengan medium KR-HEPES dan
disentrifugasi selama 5 menit pada suhu
ruangan dengan kecepatan 700 g
(spermatozoa cauda epididymis) dan 500
g (spermatozoa ejakulat). Pellet spermato-
zoa yang diperoleh dan sampel plasma dari
stok serta medium KR-HEPES (1:1:50)
dicampur ke dalam tabung berukuran 15

'ml (NuncT), kemudian diinkubasi dalam

inkubator CO, 5% pada suhu 38.5 °C.
Setelah inkubasi selama 1, 3, 5 dan 7 jam,
10 pl dari setiap campuran diambil dan
dibuat preparat ulas pada gelas objek
berukuran 76.2 x 25.4 x 1.2 mm.
Selanjutnya, preparat difiksasi dengan
glutaraldehid 0.25% dalam NaCl fisiologis
(1:1), dikering-anginkan dan diwarnai
dengan Giemsa 10%. Frekuensi aglutinasi
ditentukan dengan menghitung jumlah
aglutinasiantarkepala spermatozoa pada
10 lapang pandang mikroskop cahaya
pada pembesaran 400 kali. Data yang
diperoleh kemudian dianalisis dengan uji
sidik ragam dan adanya perbedaan
antarperlakuan diuji dengan uji Tukey
(Steel dan Torrie 1995).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Sebaran Antia-aglutinin dengan
Kajian Aglutinasi Spermatozoa
Hasil penelitian menunjukkan bahwa
waktu inkubasi berpengaruh nyata
{P<0.05) terhadap tingkat aglutinasi
antarkepala spermatozoa. Tingkat
aglutinasi antarkepala spermatozoa
ditemukan makin menurun seiring
dengan pertambahan waktu inkubasi
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(Tabel 1, Gambar 1). Hasil ini sesuai
dengan yang dilaporkan oleh Harayama
dan Kato (2002) bahwa tingkat aglutinasi
antarkepala spermatozoa meningkat pada
diinkubasi pada suhu 38.5°C selama 1 jam,
tetapi mengalami penurunan kembali
dengan makin lamanya waktu inkubasi.

Gambar 1 Aglutinasi antarkepala sperma-
tozoa domba (!). Bar: 50 ym

Selama inkubasi 1 jam, tingkat
aglutinasi tertinggi ditemukan pada
spermatozoa asal corpus epididymis
dengan tingkat aglutinasi 36.77%,
sedangkan terendah dan berbeda nyata
(P<0.05) ditemukan di spermatozoa asal
cauda epididymis dengan tingkat
aglutinasi 25.77%. Hasil ini menunjukkan
bahwa tampaknya secara tidak langsung
antiaglutinin mempunyai afinitas

tertinggi terhadap spermatozoa asal
cauda epididymis dan terendah terhadap
spermatozoa asal corpus epididymis. Hasil
vang sama juga ditemukan pada waktu
inkubasi 3, 5, dan 7 jam. Menurut
Harayama et al. (2000) antiaglutinin
merupakan sejenis protein yang
disekresikan oleh sel-sel epitel lumen
corpus dan dialirkan ke cauda epididmis.
Protein ini terikat pada akrosom
spermatozoa dan sel-sel epitel epididymis
vang aktif mensekresikan cairan ini dan
dibutuhkan oleh spermatozoa selama
berada di epididymis (Okamura et al.
1995). Secara tidak langsung, hasil
penelitian juga menunjukkan bahwa
sebaran antiaglutinin tertinggi dite-
mukan di cauda epididymis dan terendah
ditemukan di corpus epididymis. Ada
dugaan bahwa protein plasma diikat oleh
spermatozoa selama perjalanannya di
epididymis yang diperlukan untuk
perubahan struktur dan morfologi
spermatozoa.

Penambahan Plasma pada Sperma-
tozoa Cauda Epididymis

Hasil penelitian menunjukkan bahwa
tingkat aglutinasi antarkepala sperma-
tozoa secara nyata (P<0.05) menurun
seiring dengan pertambahan waktu

Tabel 1 Tingkat aglutinasi antarkepala spermatozoa asal caput, corpus, cauda
epididymis dan ejakulat domba pada kultur in vitro

Tingkat aglutinasi antarkepala spermatozoa setelah inkubasi

Asal
(%)
Spermatozoa
1 jam 3 jam 5jam 7 jam

Caput Epididymis 32.80 + 1.0648  20.93 + 0.3758 9.80 + (.94¢B 5.10 £ 0,304
Corpus Epididymis 36.77 + 1.2234 22 67 £ 1.0954 12,10 + 0.55¢A8  §.60 = 0.734A
Cauda Epididymis 25.77 +1.21:¢C 16.90 +1.235¢  7.10 + 0.91<C 2.03 +0.52¢p
Ejakulat 33.20 £1.202B 23.00 £ 1.35%4 11,40+ 1.13¢A  3.23 + (0.39¢B

Hurufyang berbeda pada baris yang sama menunjukkan berbeda nyata (a-d: P<0.05)
Hurufyang berbeda pada kolom yang sama menunjukkan berbeda nyata (A-C: P<0.05

27
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penambahan plasma pada kultur in vitro

Tabel 2 Tingkat aglutinasi antarkepala spermatozoa cauda epididymis domba dengan

Penambahan Tingkat aglutinasi antarkepala spermatozoa setelah inkubasi
Plasma (%)
1 Jam 3 Jam 5 Jam 7 Jam
Caput epididymis 48.80 = 3.56248  31.10 £ 3.34%4 1567 +1.27<A4 587 + 1.68d
Corpus epididymis 53.10 £3.70=4  33.00 + 2.60%4 16.23 +3.34¢4  B.03 + (.98
Cauda epididymis 41.30 £ 4.71:B 20.53 + 2.87B  6.60 + 3.23<B 4.83 + 1.10¢
Ejakulat 4827 +3.21228 2297 + 2,698  10.63 £ 2.88A 503+ 1.62¢
Tanpa plasma (kontrol) 59.23 +9.23:4 3573 +10.06bA4 1293 £2.42:4 .50 + 0.684

Huruf yang berbeda pada baris yang sama menunjukkan berbeda nyata (a-d: P<0.05)
Huruf yang berbeda pada kolom yang sama menunjukkan berbeda nyata (A-C: P<0.05)

inkubasi (Tabel 2). Dalam penelitian ini
juga ditemukan adanya interaksi antara
perlakuan waktu inkubasi dan penam-
bahan plasma. Tingkat aglutinasi
antarkepala spermatozoa asal cauda
epididymis dalam medium KR-HEPES
dengan penambahan plasma asal cauda
epididymis selama 1, 3 dan 5 jam (41.30%,
20.53%, 6.60%) nyata lebih rendah
(P<0.05) jika dibandingkan dengan kontrol
(69.23%, 35.73%, 12.93%) (Tabel 2).

Hasil penelitian menunjukkan bahwa
penambahan plasma cauda epididymis di
spermatozoa cauda epididymis lebih
efektif bekerja dibandingkan dengan
plasma lain. Diduga protein antiaglutinin
yang terdapat di plasma cauda epididymis
juga efektif menghalangi perlekatan
antarkepala spermatozoa dibanding
plasma lain. Hasil ini juga memper-
lihatkan bahwa hanya protein plasma
cauda eptdidymis saja yang mampu diikat
spermatozoa asal cauda epididymis
sampai waktu inkubasi 5 jam. Diduga
struktur membran spermatozoa cauda
epididymis yang masih labil akan
mengganggu pengikatan protein plasma,
karena fluiditas dan permeabilitas

membran spermatozoa meningkat setelah
mengalami proses pematangan dan
disimpan sementara di dalam epididymis.
Hal ini terjadi seiring dengan perubahan
komposisi penyusun membran plasma.

Adanya protein lain yang masih
terikat pada membran spermatozoa
ketika berada cauda epididymis, seperti
protein untuk mencegah terjadinya reaksi
akrosom dini (Hunter et al. 1978) juga
diduga sebagai penyebab terjadi hal
tersebut. Faktor-faktor lain diduga
berpengaruh adalah jumlah, konsentrasi
dan keberadaan protein (Arts et al. 1997),
polarisasi protein (Hunnicut ef af. 1997),
kandungan kolesterol, asam lemak jenuh
dan tidak jenuh (Nolan dan Hammersted
1997) sehingga keefektifan pengikatan
protein anti-aglutinin oleh spermatozoa
cauda epididymis kurang baik.

Penambahan Plasma pada Sperma-
tozoa Ejakulat

Interaksi antara perlakuan waktu
inkubasi dan penambahan plasma
ditemukan pada penelitian ini. Tingkat
aglutinasi antarkepala spermatozoa
ditemukan menurun secara nyata
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Tabel 3. Tingkat aglutinasi antarkepala spermatozoa ejakulat domba dengan
penambahan plasma pada kultur in vitro

Penambahan Tingkat aglutinasi antarkepala spermatozoa setelah
Plasma inkubasi (%)
1 Jam 3 Jam 5 Jam 7 Jam
Caput epididymis ~ 24.10 £ 1.05:2D0  14.00 = 0.545C 7.37 + 0.46BC 8.23 = 0.700
Corpus epididymis  33.20 = 0.72°F  19.00 £ 1.93%F 9.87 + 1.72:AB  3.47 + (.38d
Cauda epididymis 21.70 £ 1.40=0  13.60 + 1.61¥C 8,97 + 0.60<C  2.77 + 0.814

28.87 + 2.04:C
Tanpa plasma (kontrol) 47 33 + 2.55:A

Ejakulat 15.80 + 0.84vC

25.03 + 1.65bA

10.37 + 2.418B 3.83 + 0.774
1243 + 2,784 454 +1.31¢

Hurufyang berbeda pada baris vang sama menunjukkan berbeda nyata (a-d: P<0.05)
Huruf yang berbeda pada kolom yang sama menunjukkan berbeda nyata (A-D: P<0,05)

(P<0.05) seiring dengan pertambahan
waktu inkubasi (Tabel 3).

Analisis lebih lanjut terhadap pe-
ngaruh penambahan plasma menun-
Jukkan bahwa tingkat aglutinasi
antarkepala spermatozoa pada penam-
bahan plasma cauda epididymis selama 1,
3, dan 5 jam (21.70%, 13.60%, 6.97%)
nyata lebih rendah (P<0.05) jika
dibandingkan dengan perlakuan kontrol
dengan waktu inkubasi yang sama
(4'7.33%,25.03%,12.43%). Berbeda dengan
spermatozoa cauda epididymis, tingkat
aglutinasi antarkepala spermatozoa
ejakulat dengan penambahan plasma
cauda epididymis nyata (P<0.05) lebih
rendah dibandingkan dengan perlakuan
penambahan plasma caput, corpus
epididymis dan plasma ejakulat. Meskipun
hanya diinkubasikan dalam kultur
selama 5 jam, hasil ini mengindikasikan
bahwa antiaglutinin yang terdapat pada
plasma cauda epididymis diduga bekerja
lebih efektif dalam menurunkan tingkat
aglutinasi antarkepala spermatozoa
ejakulat jika dibandingkan dengan plasma
lainnya. Spermatozoa ejakulat memiliki
struktur membran yang stabil karena

sudah dilapisi olch senyawa pelindung
yang dapat mencegah terjadinya reaksi
akrosom prematur (Gilbert 1988) sehingga
memudahkan pengikatan protein.
Penyiapan spermatozoa yang
memadai diperiukan dalam proses
fertilisasi in vitro. Dalam proses ini
spermatozoa diseleksi dengan cara
mencucl, disentrifugasi dan diinkubasi
dan proses ini disebut dengan swim up
(Yovich, 1995). Pada fertilisasi in vitro,
spermatozoa dicuci dengan medium
kapasitasi dan kemudian diinkubasikan
dalam inkubator CO, 5 % dengan suhu
38.5 °C. Spermatozoa yang dipakai dalam
fertilisasi in vitro hanya yang motil saja
(Boediono et al. 2000a; 2000b). Teknik
penylapan spermatozoa (Inaudi ef «!f.
2002; Zavos et al. 2000) yang digunakan
dalam penelitian diduga dapat
menyebabkan penurunan tingkat
aglutinasi antarkepala spermatozoa.
Proses pencucian dan inkubasi sperma-
tozoa (Suzuki et al. 1994) bahkan bisa
menyebabkan penurunan persentase
kapasitasi dan reaksi akrosom sperma-
tozoa (Rathi ef al. 2001; Yanagimachi
1994). Meskipun dengan suhu yang sama,
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makin lama waktu inkubasi menyebab-
kan makin banyaknya ikatan antarkepala
spermatozoa yang terlepas dan secara
tidak langsung juga menyebabkan
penurunan tingkat aglutinasi. Suhu
inkubasi akan berhubungan langsung
dengan reaksi akrosom (Zou dan Yang
2000), hipermotilitas (Mortimer et al,
1998} dan kematian spermatozoa.

Sebaran antiaglutinin yang tertinggi
ditemukan di cauda epididymis sehingga
untuk keperluan fertilisasi in vitro,
inkubasi spermatozoa sebaiknya diencer-
kan dalam medium KR-HEPES yang
plasmanya berasal dari cauda epididymis.
Namun, uniuk mengetahui sejauh mana
keefektifannya untuk mencegah
aglutinasi antar kepala spermatozoa perlu
penelitian lanjutan.

SIMPULAN DAN SARAN

Sebaran  antiaglutinin  yang
ditemukan di cauda epididymis lebih
tinggi jika dibandingkan dengan yang
ditemukan pada caput dan corpus
epididymis serta ejakulal. Penurunan
tingkat aglutinasi  antarkepala
spermatozoa juga ditemukan pada kullur
in vitro spermatozoa asal cauda
epididymis dan  ejakulat yang
diinkubasikan dalam medium Krebs
Ringer-HEPES yang mengandung
plasma cauda epididymis.

Namun demikian, perlu studi lanjut
untuk menentukan keberadaan dan
pemurnian antiaglutinin dari epididymis
domba yang bisa digunakan untuk
keperluan persiapan spermatozoa pada
fertilisasiin vitro.
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