ACTA VETERINARIA INDONESIANA
ISSN 2337-3202, E-ISSN 2337-4373 Vol. 1, No. 1: 15-19, Januari 2013

Penelitian
Kualitas Morfologi Oosit Sapi Peranakan Ongole yang Dikoleksi secara
In Vitro Menggunakan Variasi Waktu Transportasi

(In Vitro Quality of Filial Ongole Bovine Oocytes Collected from Ovary after Transported in Different
Transportation Period)

Agung Budiyanto*, Sri Gustari, Dito Anggoro, Dwi Jatmoko, Silvana Nugraheni, Eka Wahyu Nugraha,
Donata Asta

Bagian Reproduksi dan Kebidanan, Fakultas Kedokteran Hewan Universitas Gadjah Mada, Karangmalang 55862
*Penulis untuk korespondensi: agung_bd2004@yahoo.com
Diterima 5 November 2012, Disetujui 11 Januari 2013

ABSTRAK

Salah satu alternatif usaha peningkatan populasi sapi di Indonesia adalah dengan transfer embrio.
Kualitas oosit yang baik akan menghasilkan tingkat pembelahan dan blastosis yang baik. Lama wak-
tu transportasi dari rumah potong hewan (RPH) ke laboratorium merupakan salah satu faktor yang
dilaporkan berpengaruh terhadap kualitas oosit. Waktu transportasi yang tepat untuk menghasilkan
oosit dengan kualitas morfologi terbaik belum pernah dilakukan untuk ovarium sapi di Indonesia. Pe-
nelitian ini dilakukan untuk mengetahui pengaruh lama waktu transportasi ovarium terhadap kualitas
morfologi oosit sapi yang dikoleksi secara in vitro. Koleksi ovarium dilakukan di RPH, selanjutnya dibawa
ke laboratorium untuk dilakukan proses koleksi oosit dengan metode aspirasi. Ovarium dikelompokkan
berdasarkan waktu transportasinya, yaitu 2, 3, 4, dan 5 jam. Oosit yang diperoleh kemudian dikelompok-
kan berdasarkan kualitasnya dengan mengklasifikasikan menjadi kualitas A, B, C, dan D. Pada penelitian
ini ditemukan adanya perbedaan yang signifikan antara lama waktu transportasi ovarium sapi terhadap
kualitas morfologi oosit (P< 0,05). Dari penelitian ini dapat disimpulkan bahwa ovarium yang mengalami
perlakuan transportasi selama 2 jam menghasilkan persentase jumlah oosit dengan kualitas morfologi A
dan B yang lebih baik jika dibandingkan dengan ovarium yang mengalami perlakuan transportasi selama
lebih dari 2 jam.

Kata kunci: sapi, ovarium, waktu transportasi, kualitas oosit

ABSTRACT

One alternative effort to increase the cattle population in Indonesia is by embryo transfer. The oo-
cyte quality will affect cleavage and blastocyst rates. Transportation time from the abattoir (slaugh-
terhouse) to the laboratory is one of the factors reported to influence the quality of the oocyte. This
research was conducted to determine the effect of transportation period to the quality of oocytes col-
lected in vitro in cattle. Ovaries were collected at slaughterhouse, transported to the laboratory for
oocyte collection aspiration method. Ovaries are grouped based on the time of transportation 2, 3, 4,
and 5 hours. Collected oocytes were evaluated to determine their quality by classifying into quality A, B,
C, and D. In this study have found significant differences between the longer transport time to the qua-
lity of the morphology of the ovarian oocytes (P <0.05). This study suggests that transportation period
affect the quality of oocyte. Ovaries were transported to laboratory for 2 hours had the percentage of
oocytes with morphological quality A and B are better when compared with the ovary being subjected
to transportation for more than 2 hours.
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PENDAHULUAN berdampak terhadap kebijakan pemerintah dalam
menentukan suatu teknologi reproduksi yang da-

Peningkatan kebutuhan protein hewaniyangbe- ~ pat membantu menjamin peningkatan populasi ter-
rasal dari ternak yang terus meningkat setiap tahun ~ nak. Data dari Anonim (1999), menunjukkan bahwa
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sumbangan terbesar terhadap konsumsi protein
hewani berasal dari daging. Peningkatan konsumsi
protein hewani tersebut mengakibatkan kenaikan
permintaan bibit sapi unggul untuk menghasilkan
pedet (bakalan), baik untuk sapi perah maupun
sapi potong.

Boediono (2005) menyatakan bahwa salah satu
upaya untuk meningkatkan daya guna teknologi
transfer embrio (TE) adalah pemanfaatan teknologi
produksi embrio secara in vitro dan perekayasaan
embrio dengan tujuan untuk optimalisasi bibit ung-
gul. Pemanfaatan limbah ovarium dari RPH merupa-
kan salah satu cara untuk menyediakan oosit dalam
jumlah banyak dan tidak membutuhkan biaya ma-
hal untuk menghasilkan embrio secara in vitro.
Ovarium yang akan dimanfaatkan tersebut harus
dibawa ke laboratorium untuk dilakukan proses
lebih lanjut, namun karena letak laboratorium fer-
tilisasi in vitro (FIV) berada di tempat lain sehingga
memerlukan waktu selama transportasi menuju
ke laboratorium. Beberapa peneliti melaporkan
bahwa waktu transportasi ovarium berpengaruh
terhadap kualitas oosit yang dihasilkan. Penelitian
ini diharapkan dapat memberikan informasi terkait
hal tersebut dan dapat menentukan waktu optimal
untuk ovarium sapi peranakan ongole (PO) sehing-
ga dapat meningkatkan efisiensi produksi embrio in
vitro di Indonesia.

BAHAN DAN METODE

Penelitian ini terdiri dari tiga tahap yaitu koleksi
ovarium, koleksi oosit, dan evaluasi kualitas oosit.
Koleksi ovarium dilakukan di RPH Giwangan,
Yogyakarta. Ovarium diambil dari hewan yang
telah dipotong dan dicuci dua kali dalam tempat
yang berbeda dengan larutan 0,9% Nadcl fisiologis
ditambah dengan antibiotik Penicilin-Streptomycin
(Wonder®) pada suhu 35-37 'C. Ovarium kemudian
dimasukkan ke dalam termos berisi media yang
sama dengan suhu 35-37 'C, selanjutnya dibawa
ke Laboratorium Riset Reproduksi dan Kebidanan
Fakultas Kedokteran Hewan Universitas Gajah
Mada untuk dilakukan pemeriksaan lebih lanjut
setelah penyimpanan ovarium selama 2, 3, 4, dan 5
jam setelah pemotongan.

Koleksi oosit dilakukan dengan metode aspirasi.
Setelah sampai di laboratorium, ovarium dimasuk-
kan ke dalam beaker glass berisi NaCl fisiologis un-
tuk dicuci kembali. Beaker glass yang berisi ovarium
tersebut dimasukkan ke dalam waterbath dengan
suhu 37 'C. Ovarium dalam beaker glass dibagi men-
jadi 4 bagian untuk membedakan waktu aspirasi,
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selanjutnya beberapa ovarium diambil dan dike-
ringkan dengan kertas tisu lalu dilakukan aspirasi
menggunakan spuit 10 ml dengan jarum berukuran
18 G.

Cairan folikel dimasukkan ke dalam 4 tabung
reaksi berbeda dan dibagi berdasarkan pemba-
gian waktu transportasi, kemudian ditambahkan
Phosphate Buffered Saline (PBS) sebanyak 5 ml
pada masing-masing tabung reaksi dan didiamkan
selama 15 menit. Setelah waktu mencukupi, su-
pernatan diambil menggunakan pipet, kemudian
ditambahkan 5 ml PBS lagi ke dalam tabung reaksi
tersebut dan didiamkan lagi selama 15 menit. Sete-
lah supernatan dibuang, sisa cairan dan endapan-
nya (di bagian bawah tabung reaksi) dituangkan ke
dalam cawan petri. Evaluasi oosit dilakukan dengan
menggunakan mikroskop stereo dengan perbesa-
ran 32-64 kali untuk menentukan kualitas oosit.

Penilaian terhadap kualitas oosit yang dilaku-
kan dalam penelitian ini mengacu pada Amer et al.
(2008). Kualitas oosit diklasifikasikan menjadi 4 tipe,
yaitu: (i) Kualitas A: Kumulus berlapis padat dengan
lebih dari tiga lapisan dan ooplasma homogen; (ii)
Kualitas B: Lapisan kumulus padat, satu sampai tiga
lapis dengan ooplasma homogen, memiliki penam-
pakan kasar dan zona pelusida yang berwarna lebih
gelap; (iii) Kualitas C: Lapisan kumulus tidak terlalu
padat dengan bentuk ooplasma yang tidak beratu-
ran dan memiliki lapisan gelap; dan kualitas D (iv)
Oosit gundul tanpa lapisan kumulus.

Data berdasarkan pengaruh lama waktu trans-
portasi ovarium yang terbagi menjadi 4 kelompok
dianalisis menggunakan metode ANOVA. Data
dengan perbedaan P < 0,05 dianggap signifikan.

HASIL

Pada penelitian ini didapatkan 457 oosit dari 51
ovarium yang dikoleksi menggunakan metode as-
pirasi dengan perlakuan penyimpanan ovarium se-
lama 2, 3, 4, dan 5 jam pada suhu 35-37 'C setelah
pengambilan, seperti terlihat pada Tabel 1. Kemu-
dian oosit dikelompokkan berdasarkan morfologi-
nya seperti pada gambar 1 untuk menentukan kuali-

tasnya.
PEMBAHASAN
Oosit dengan kualitas A yang diperoleh dari

ovarium yang mengalami perlakuan transpor-
tasi selama 2 jam pada suhu 35-37 'C pada peneli-
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Tabel 1 Pengaruh lama waktu transportasi ovarium sapi pada suhu 37 °C terhadap kualitas morfologi

oosit sapi secara in vitro.

Perlakuan Jumlah Kualitas Oosit (%) Jumlah Oosit
(jam) Ovarium A B C D
2 16 18 (13,95)* 33 (25,58)® 31(24,03) 47 (36,43) 129
3 10 11 (9,57)> 14 (12,17)° 24 (20,87) 66 (57,39) 115
4 9 5 (7,94)° 6 (9,52)¢ 15 (23,81) 37 (58,73) 63
5 16 11 (7,33)® 32(21,33)¢ 21 (14,00) 86 (57,33) 150

superscript yang berbeda di dalam kolom yang sama menunjukkan perbedaan yang signifikan P<0.05

Tabel2 Pengaruh lama waktu transportasi ovarium sapi pada suhu37°Cterhadapkualitas morfologi oosit

A dan B yang dikoleksi secara in vitro.

Perlakuan Kualitas Oosit Jumlah Kualitas Oosit A Jumlah
(jam) A B dan & (%) Oosit

2 182 33 51(39,53)° 129

3 11° 14° 25(21,73)° 115

4 5¢ 6¢ 11(17,46)° 63

5 11° 32¢ 43 (28,67)°¢ 150

superscript yang berbeda di dalam kolom yang sama menunjukkan perbedaan yang signifikan P<0.05

tian ini lebih tinggi, yaitu 13,95% jika dibandingkan
dengan ovarium yang mengalami perlakuan trans-
portasi selama 3, 4, dan 5 jam pada suhu 37 'C. Hal
ini menunjukkan bahwa apabila waktu transpor-
tasi ovarium berlangsung selama lebih dari 2 jam
setelah pemotongan sapi, maka akan menurunkan
persentase morfologi oosit A yang dapat diguna-
kan untuk proses fertilisasi in vitro. Hasil ini sesuai
dengan pernyataan Yang et al. (1990) bahwa oosit
yang diperoleh dari ovarium sapi, yang disimpan
pada suhu 4 'C selama lebih dari 2-24 jam sebelum
proses koleksi akan menunjukkan perkembangan
oosit yang kurang baik setelah proses fertilisasi.
Gordon (2003) juga melaporkan hal yang serupa,
yaitu batas waktu yang baik antara pemotongan
hewan dan proses koleksi oosit adalah antara 1-2
jam dan suhu yang optimal untuk menyimpan
ovarium adalah 30 °C. Lebih lanjut Duran (2008)
melaporkan bahwa ovarium yang disimpan selama
3-4 jam setelah pemotongan akan memberikan
tingkat pembelahan dan perkembangan blastosis
yang lebih tinggi jika dibandingkan dengan ovarium
yang disimpan selama 5-6 jam setelah pemotongan
sapi. Oosit yang dapat digunakan untuk produksi
embrio in vitro adalah oosit dengan kualitas A dan

B. Pada penelitian ini seperti yang terlihat pada Ta-
bel 2, persentase jumlah oosit sapi kualitas A dan B
dari ovarium yang mengalami perlakuan transpor-
tasi selama 2 jam pada suhu 35-37 'C adalah 39,53%,
sedangkan persentase jumlah oosit sapi kualitas
A dan B dari ovarium yang mengalami perlakuan
transportasi selama 3, 4, dan 5 jam pada suhu 37
‘Cadalah 21,73%, 17,46%, dan 28,67%. Hal ini menun-
jukkan bahwa ovarium yang mengalami perlakuan
transportasi selama 2 jam mempunyai oosit dengan
kualitas morfologi A dan B lebih tinggi dibandingkan
dengan ovarium yang mengalami perlakuan trans-
portasi selama 3, 4, dan 5 jam setelah pemotongan
sapi. Pernyataan ini diperkuat oleh Nakao dan Na-
katsuji (1992), bahwa ovarium yang disimpan pada
suhu 37-39 'C selama 5-8 jam akan menurunkan
angka maturasi nuklear oosit dan perkembangan
blastosis setelah FIV. Lucci et al. (2004) lebih lanjut
menginformasikan bahwa penyimpanan ovarium
yang terlalu lama setelah proses pemotongan sapi
akan menurunkan persentase kualitas morfologi
oosit yang dihasilkannya.

Johnston dan Wildt (1989) menyatakan terda-
pat dua faktor penting yang dapat mempengaruhi
integritas dan viabilitas oosit pada proses maturasi
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Gambar 1 Morfologi oosit hasil koleksi ovarium sapi (a) Oosit sapi kualitas A ditandai dengan kumulus berlapis
padat dengan lebih dari tiga lapisan dan ooplasma homogen, (b) Oosit sapi kualitas B ditandai dengan
lapisan kumulus padat, satu sampai tiga lapisan dengan ooplasma homogen, memiliki penampakan
kasar dan zona pelusida yang berwarna lebih gelap, (c) Oosit sapi kualitas C ditandai dengan lapisan ku-
mulus tidak terlalu padat dengan bentuk ooplasma yang tidak beraturan dan memiliki lapisan gelap, (d)
Oosit sapi kualitas D ditandai dengan penampakan gundul tanpa lapisan kumulus, (1) kumulus ooforus,
(2) ooplasma oosit (Semua gambar dilihat dengan mikroskop stereoskopis, perbesaran 600x).

in vitro, yaitu penyimpanan ovarium pada suhu 20-
37 ‘Cdan waktu koleksi oosit sampai oosit tersebut
ditempatkan pada medium kultur yang tepat. Le-
bih lanjut Klumpp (2001) melaporkan bahwa wak-
tu dan suhu merupakan dua faktor penting yang
dapat mempengaruhi kerusakan oosit, sehingga
nantinya kualitas oosit akan berpengaruh langsung
terhadap kemampuan maturasi nukleus dan pem-
belahan dalam proses IVF.

Gordon (2003) melaporkan bahwa terdapat be-
berapa faktor yang dapat mempengaruhi jumlah
oosit yang diperoleh, yaitu suhu dan lama waktu
penyimpanan ovarium serta kualitas dan ukuran
folikel. Beberapa faktor yang dapat mempengaruhi
kualitas oosit adalah umur, jenis hewan, siklus es-
trus, morfologi ovarium, kondisi tubuh dan nutrisi,
status reproduksi hewan donor, faktor genetik,
dan faktor lingkungan.

Penurunan kualitas oosit kemungkinan juga da-
pat disebabkan oleh lamanya waktu transportasi
ovarium dari RPH menuju ke laboratorium. Lama-
nya waktu penyimpanan ovarium selama trans-
portasi akan menyebabkan terjadinya kekurangan
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suplai darah akibat ovarium telah terpisah dari
tubuh hewan. Hal ini menyebabkan hilangnya su-
plai oksigen dan energi menuju ovarium, sehingga
mengakibatkan ovarium dalam kondisi ischemia
dan reoksigenasi. Kondisi kekurangan oksigen
tersebut menyebabkan ovarium merubah metabo-
lismenya dari aerobik menjadi anaerobik dan hasil
akhirnya adalah produk berupa asam laktat yang
terakumulasi pada sel-sel ovarium (Petrucci, 1985).
Metabolisme anaerobik juga mengakibatkan penu-
runan Adenosin Tri Phosphate (ATP) dan hasil akhir
penurunan ini berupa fosfat anorganik, yang selan-
jutnya akan berikatan dengan H O menjadi asam
fosfat. Akumulasi asam lakat dan asam fosfat pada
tahap selanjutnya akan menyebabkan penurunan
pH folikuler. Apabila penurunan pH folikuler ber-
langsung terus menerus maka akan meningkatkan
jumlah oosit yang mengalami fragmentasi (Petruc-
ci, 1985). Webster et al. (1999) lebih lanjut me-
laporkan bahwa asidosis, reoksigenasi dan kondisi
ischemia berpengaruh kuat terhadap proses kema-
tian sel.



Perhitungan secara statistik menggunakan me-
tode Anova test diperoleh data yang signifikan (P<
0,05) antara ovarium yang disimpan selama 2, 3, 4,
dan 5 jam terhadap morfologi oosit dengan kualitas
A yang dihasilkannya. Hal ini menunjukkan bahwa
ovarium yang dibawa dalam transportasi selama
lebih dari 2 jam setelah pemotongan sapi dapat
mengalami penurunan pada kualitas oosit yang di-
hasilkannya. Analisa secara deskriptif menunjukkan
persentase oosit yang diperoleh terdapat kecen-
derungan bahwa ovarium yang mengalami per-
lakuan transportasi selama 2 jam akan menunjuk-
kan angka persentase yang lebih tinggi pada jumlah
oosit kualitas A dan B jika dibandingkan dengan
ovarium yang mengalami perlakuan transportasi
selama 3, 4, dan 5 jam. Penelitian ini telah membuk-
tikan bahwa sebaiknya ovarium segera digunakan
sebelum 2 jam atau maksimum 2 jam setelah pemo-
tongan sapi agar mendapatkan hasil yang maksimal
pada kualitas oosit A dan B, yang nantinya dapat
digunakan dalam proses IVF. Setelah mengetahui
pengaruh lama waktu penyimpanan ovarium ter-
hadap kualitas oosit, maka dengan penanganan
ovarium dan oosit yang tepat diharapkan dapat
meningkatkan efisiensi produksi embrio secara in
vitro pada sapi.

Dari data yang diperoleh pada penelitian ini da-
pat disimpulkan bahwa ovarium yang mengalami
perlakuan transportasi selama 2 jam menghasilkan
persentase jumlah oosit dengan kualitas morfologi
A dan B yang lebih baik jika dibandingkan dengan
ovarium yang mengalami perlakuan transportasi
selama lebih dari 2 jam. Disarankan ovarium yang
digunakan untuk produksi embrio secara in vitro
sebaiknya menggunakan ovarium dengan per-
lakuan transportasi selama 2 jam setelah proses
pemotongan sapi.

“Penulis menyatakan tidak ada konflik kepentin-
gan dengan pihak-pihak yang terkait dalam pe-
nelitian ini”.
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