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ABSTRAK

Tujuan penelitian adalah mengetahui pengaruh konsentrasi etilen glikol (EG) dan lama paparan terhadap
tingkat fertilitas in vitro oosit sapi. Dalam penelitian ini digunakan rancangan acak lengkap pola faktorial 5x3
dengan 7 kali ulangan. Faktor pertama adalah konsentrasi krioprotektan EG yakni 10, 20, 30, 40, dan 50%. Faktor
kedua adalah lama paparan yakni 1, 3, dan 5 menit. Hasil penelitian menunjukkan bahwa konsentrasi EG dan lama
paparan berpengaruh terhadap oosit terfertilisasi (P<0,05). Tingkat fertilitas in vitro oosit setelah vitrifikasi dalam
EG 30% dan lama paparan 3 menit tidak berbeda (P>0,05) dibandingkan oosit segar yang tidak mengalami
vitrifikasi, sedangkan perlakuan EG 10, 20, 40, dan 50% secara nyata (P<0,05) menunjukkan tingkat fertilitas yang
lebih rendah dibandingkan EG 30%. Disimpulkan bahwa konsentrasi EG dan lama paparan berpengaruh terhadap
oosit terfertilisasi. Tingkat fertilitas oosit in vitro tertinggi dicapai pada konsentrasi EG 30% dan lama paparan 3 menit.

ABSTRACT

The purpose of the study was to determine the influence of the concentration of ethylene glycol (EG) and
length of exposure to levels of bovine oocytes in vitro fertility. This research was conducted using a completely
randomized design factorial 5x3 with 7 replicates. The first factor was the concentration of cryoprotectants EG 10,
20, 30, 40, and 50%. The second factor was the length of exposure 1, 3, and 5 minutes. The results showed that the
concentration of EG and the length of exposure were effect on fertilized oocytes (P<0.05). The level of oocytes in
vitro fertility after vitrification in 30% EG and long exposure to 3 minutes did not different (P>0.05) compared to
fresh oocytes, while the EG treatment 10, 20, 40, and 50% significantly showed a lower fertility rate than the 30% EG
(P<0.05). It was concluded that the concentration of EG and length of exposure were effect on fertilized oocytes. The
highest oocytes in vitro fertility level were found in 30% EG concentration with 3 minutes exposure time.
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PENDAHULUAN Teknologi rekayasa reproduksi
khususnya kriopreservasi telah cukup banyak

Teknologi fertilisasi in vitro (IVF) saat dikembangkan untuk spermatozoa dan embrio,

ini masih dilakukan dengan memanfaatkan
oosit segar, namun kendala yang dihadapi
adalah oosit mamalia memiliki daya tahan
hidup yang sangat terbatas sehingga tidak
dapat disimpan dalam waktu yang lama pada
suhu kamar (Vieiraet al., 2002).

Keterbatasan waktu simpan ini dapat
diatasi dengan teknik penyimpanan beku atau
kriopreservasi oosit untuk mempertahankan
kelangsungan hidup sel sehingga viabilitas
oosit dapat dipertahankan dengan cara
mereduksi fungsi dan aktivitas metabolik tanpa
terjadinya kerusakan membran  maupun

namun sejauh ini keberhasilan kriopreservasi
oosit yang telah dilaporkan masih sangat
terbatas dan variatif. Keberhasilan kriopreservasi
oosit akan memungkinkan tersedianya oosit
beku sehingga mempermudah pengaturan
waktu di dalam produksi embrio in vifro dan
secara umum merupakan upaya penyimpanan
dan pemeliharaan plasma nutfah. Selain itu,
keberhasilan kriopreservasi oosit akan
memperbaiki teknik penyediaan embrio
sehingga oosit segar tidak diperlukan lagi.
Penggunaan prosedur kriopreservasi
oosit secara komersial masih sangat terbatas
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salah satu tantangan adalah membuat metode
kriopreservasi oosit yang menjamin viabilitas
tinggi. Terdapat dua metode kriopreservasi
yaitu metode konvensional dan vitrifikasi.
Kedua metode ini mempunyai kelebihan dan
kekurangan. Pada awal studi tentang
kriopreservasi, dilakukan kriopreservasi
menggunakan metode konvensional, namun
saat ini metode vitrifikasi lebih sering
diaplikasikan. Kelebihan dari metode vitrifikasi
adalah pemadatan cairan tanpa melalui
pembentukan kristales (Shaw ezal., 2000). Metode
tersebut sederhana, murah, dan tidak
memerlukan alat khusus untuk menurunkan suhu
secara bertahap sehingga mudah diaplikasikan
ditempat yang memiliki kontainer nitrogen cair.
Selama proses kriopreservasi diperlukan
suatu krioprotektan. Krioprotektan selain dapat
melindungi sel juga ternyata diduga dapat
menimbulkan kerusakan pada sel akibat
pengaruh toksisitasnya. Derajat proteksi dari
bahan krioprotektan terhadap proses kristalisasi
pada masa pembekuan tergantung dari jenis dan
konsentrasi krioprotektan yang dipakai serta
lama paparan (Kasai, 2002). Dari beberapa
penelitian tentang kriopreservasi oosit, diketahui
ada bermacam-macam krioprotektan yang dapat
dipergunakan untuk vitrifikasi oosit, namun
demikian telah diketahui bahwa etilen glikol
(EG) mempunyai efek toksik yang lebih rendah
dibandingkan krioprotektan yang lain (Gordon,
1994; Hochi et al., 1996). Hasil penelitian Wani et
al.(2004) menunjukkan bahwa tingkat fertilisasi in
vitro oosit setelah proses vitrifikasi menggunakan
DMSO sebesar 12,3%. Tingkat fertilisasi oosit
menggunakan EG belum pernah dilaporkan.
Oleh karena itu, penelitian ini bertujuan adalah
mengkaji pengaruh konsentrasi EG dan lama
paparan terhadap tingkat oosit terfertilisasi.

MATERI DAN METODE

Koleksi Oosit

Ovarium dikumpulkan dari Rumah
Potong Hewan dalam keadaan segar dan
dimasukkan dalam medium berisi NaCl 0,9% +
Penisilin (Meiji) 100 IU + Streptomisin (Meiji)
100 IU pada suhu 35 °C. Dalam waktu tidak
lebih dari 3 jam maka dilakukan koleksi oosit
dengan metode aspirasi. Medium aspirasi yang
digunakan TCM 199 powder (GIBCO, St.
Louis, MO, USA) ditambahkan Hepes (Sigma,
Grand Island, NY, USA) dan NaHCO3 (Sigma
Grand Island, NY, USA). Media ini difiltrasi
dengan menggunakan membran filter
berukuran diameter 0,22 pm. Medium aspirasi
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mengambil sampel. Aspirasi dilakukan dengan
menggunakan jarum 18 G. Evaluasi kualitas
oosit immature dilakukan berdasarkan kriteria
Hozumi (2001). Oosit kualitas A (sitoplasma
kompak secara sempurna dengan sel-sel
kumulus beraturan menempel di keseluruhan
bagian oosit) digunakan dalam penelitian ini.

Maturasi Qosit In Vitro

Setelah dilakukan klasifikasi kualitas
oosit, maka oosit yang berkualitas A dimaturasi
secara in vitro dengan medium TCM199 + FCS
(Gibco St. Louis, MO, USA) 10% + PMSG
(Intervet, Holland) 10 IU + HCG (Intervet,
Holland) 10 IU. Untuk mengetahui tahap
pematangan, oosit dikultur selama 24 jam
dalam inkubator pada suhu 39 °C dan 5% CO,,
kelembaban 95%. Setelah proses maturasi in
vitro oosit dievaluasi menggunakan mikroskop
inversi dengan pembesaran 400x. Oosit dengan
sel kumulus terekspansi sempurna digunakan
dalam penelitian ini.

Vitrifikasi Oosit

Oosit hasi maturasi in vitro selama 24
jam didehidrasi pada larutan sukrosa (Sigma,
St. Louis, MO, USA) 0,25 M, dan 0,50 M,
masing-masing selama 5 menit, kemudian
dipaparkan ke dalam larutan vitrifikasi yang
berbeda (EG 10, 20, 30, 40, dan 50%) ditambah
0,5 M sukrosa dengan lama waktu paparan yang
berbeda (1, 3, dan 5 menit). Oosit dimasukkan
ke dalam ministraw transparan 0,25 cc (French
straw), masing-masing berisi 10 oosit. Setelah
pemaparan di dalam uap nitrogen selama 10
detik, ministraw yang berisi oosit dimasukkan
dalam kontainer nitrogen cair dan disimpan
selama 2 minggu untuk pemeriksaan lebih lanjut.

Thawing QOosit

Thawing dilakukan dengan cara
penghangatan (warming) di udara selama 10
detik kemudian dimasukkan dalam penangas
air suhu 35 °C selama 1 menit. Isi ministraw
dituangkan ke dalam cawan petri dan oosit
dibilas dua kali dengan sukrosa 0,5 M untuk
menghilangkan krioprotektan.

Fertilisasi In Vitro Oosit Setelah Vitrifikasi

Oosit segar dan oosit hasil vitrifikasi
digunakan lebih lanjut untuk proses IVF.
Pengamatan jumlah oosit yang terfertilisasi
dilakukan dilakukan dengan pewarnaan aseto
orcein 1% (Yamada et al., 2007). Pada
penelitian ini diamati oosit yang terfertilisasi
normal, oosit yang mengalami polispermia, dan
oosit yang tidak terfertilisasi. Oosit yang
mengalami polispermia adalah oosit yang
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Analisis Data

Rancangan penelitian adalah rancangan
acak lengkap pola faktorial 5x3 menggunakan 7
kaliulangan. Faktor pertama adalah konsentrasi
krioprotektan EG, yaitu 10, 20, 30, 40, dan
50%. Faktor kedua adalah lama paparan, yaitu
1, 3, dan 5 menit. Analisis ragam digunakan
untuk menguji pengaruh konsentrasi EG dan
lama paparan terhadap tingkat fertilisasi.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Oosit terfertilisasi dapat diamati melalui
pewarnaan aceto orcein 1% dan dapat diketahui
oosit terfertilisasi normal (mempunyai 2
pronukleus) dan oosit yang mengalami
polispermi (mempunyai lebih dari 2 pronukleus).
Persentase oosit terfertilisasi tertinggi adalah
pada konsentrasi EG 30% dan lama paparan 3
menit sedang persentase oosit terfertilisasi
terendah adalah pada konsentrasi EG 10% dan
lama paparan 1 menit. Tingkat fertilisasi in vitro
dari oosit Mt-II setelah vitrifikasi di dalam
larutan vitrifikasi dengan konsentrasi EG 30%
tidak berbeda (P>0,05) dibandingkan oosit tanpa
perlakuan vitrifikasi, sedangkan perlakuan EG
10, 20, 40, dan 50% secara nyata (P<0,05)
menunjukkan tingkat fertilitas yang lebih rendah
dibandingkan EG 30%.

Hasil vitrifikasi menggunakan berbagai
konsentrasi EG dan lama paparan yang berbeda
menghasilkan persentase oosit terfertilisasi
normal (2 PN), terfertilisasi >2 PN (polispermi)
dan tidak terfertilisasi pada lama paparan 1, 3, dan
Smenityang dapatdilihatpada Gambar1,2,dan3.
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Gambar 1. Persentase oosit terfertilisasi 2 PN,
>2PN dan tidak terfertilisasi pada berbagai
konsentrasi EG dan lama paparan 1 menit

Apabila dicermati lebih lanjut tenyata
ada perbedaan oosit terfertilisasi normal (2PN)
antara perlakuan vitrifikasi 30% dengan kontrol
(P<0,05) seperti ditunjukkan pada Gambar 2.
Oosit yang telah mengalami vitrifikasi
menunjukkan persentase oosit terfertilisasi
normal yang lebih rendah dibandingkan
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Gambar 2. Persentase oosit terfertilisasi 2 PN,
>2PN dan tidak terfertilisasi pada berbagai
konsentrasi EG dan lama paparan 3 menit

0% | Ter i 2PN
= 0% | B Terfertilisasi >2 PN
E 70% L1 Tidak Terfertilisasi
& 60%
£ 50% |
& a0%
® 30% 4
S 20% |
£
= 10%

0%
Kentrol 10% EG 20%EG 3J0%EG 40%EG 50%EG
Konsentrasi EG

Gambar 3. Persentase oosit terfertilisasi 2 PN,
>2PN dan tidak terfertilisasi pada berbagai
konsentrasi EG dan lama paparan 5 menit

Walaupun oosit yang telah mengalami
vitrifikasi masih memiliki kemampuan untuk
mendukung proses fertilisasi, namun keadaan
poliploid menunjukkan persentase yang cukup
tinggi jika dibandingkan dengan oosit tanpa
perlakuan vitrifikasi. Penelitian Hochi ez al. (1996)
menunjukkan bahwa tingkat fertilisasi in vitro
oosit sapi dalam larutan EG 40% menunjukkan
tingkat poliploid yang cukup tinggi yaitu 44,9%.
Hasil penelitian menunjukkan bahwa proses
vitrifikasi mengakibatkan perubahan beberapa
struktur oosit seperti zona pelusida, membran
plasma dan butir-butir korteks yang berperan di
dalam proses pencegahan polispermi seperti
yang telah dilaporkan Hochi et al. (1996) dan
Pedroetal.(2005).

Sejauh ini telah dilaporkan bahwa
proses pembekuan oosit dapat mengakibatkan
kerusakan morfologi dan struktur serta
menurunkan bahkan menghilangkan fungsi
biologis oosit, yaitu menurunnya tingkat
fertilisasi dan perkembangan embrio mencit
(Rayos et al., 1994) dan sapi (Otoi et al., 1998;
Limetal., 1992; Martino et al., 1993; Massip,
2003). Vitrifikasi oosit dilaporkan mengakibatkan
menurunnya tingkat fertilisasi dan
perkembangan embrio. Hal ini diakibatkan oleh
terjadinya kerusakan pada morfologi dan
struktur serta menurunnya vibilitas oosit (Fukui
etal., 1993). Vitrifikasi oosit dapat mengakibatkan
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dan organel sitoplasma seperti skeleton sel
(Hochi et al., 1996; Arav et al., 2000) dan butir-
butir korteks (Fukui dan Sukuma, 1995).
Beberapa faktor yang diduga dapat
mengakibatkan perubahan morfologi dan
fungsi biologis oosit adalah pemaparan
terhadap krioprotektan, proses pendinginan
serta kristal es yang terbentuk (Fukui dan
Sukuma 1995; Vajta, 2000). Kerusakan
morfologi yang terjadi adalah pecahnya zona
pelusida, desintegrasi membran plasma,
kerusakan bahan serta organel sitoplasma seperti
skeleton sel dan kromosom, butir-butir korteks,
dan butir-butir lemak (Fukui et al., 1993).

KESIMPULAN

Konsentrasi EG dan lama paparan
berpengaruh terhadap oosit terfertilisasi.
Persentase oosit terfertilisasi tertinggi adalah pada
konsentrasi EG 30% dan lama paparan 3 menit.
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