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INTISARI

Penelitian ini memanfaatkan hasil samping rumah potong hewan (RPH) sebagai sumber oosit untuk in vitro
fertilization (IVF). Untuk meningkatkan keberhasilan IVF dilakukan suplementasi fetal calf serum (FCS) pada medium
maturasi in vitro. Ovarium sapi dari RPH dibawa ke laboratorium dalam medium NaCl 0,9% pada suhu 31-34°C.
Selanjutnya oosit diaspirasi menggunakan syringe 3 ml dan jarum 23 G yang berisi Dulbeco ’s-Phosphate Buffer Saline
(DPBS), kemudian dimaturasikan pada inkubator CO, modifikasi dalam medium Tissue Culture Medium-199 (TCM-
199) (CO, 5%, kelembaban 99% dan suhu 37-39°C). Oosit dibagi menjadi 2 kelompok yaitu kelompok kontrol (TCM-
199) dan kelompok perlakuan (TCM-199 + 10% FCS). Angka maturasi dianalisa dengan Chi-Square, sedangkan
kualitas oosit dianalisis secara deskriptif. Maturasi oosit sapi pada kelompok perlakuan berbeda nyata (P<0,05)
dibandingkan kelompok kontrol (55,22% vs 40,09%). Penggunaan 10% FCS pada medium maturasi dapat
menghasilkan kualitas oosit matur yang lebih baik dibandingkan kelompok kontrol. Kesimpulan penelitian ini adalah
penggunaan 10% FCS suplementasi dapat meningkatkan kemampuan maturasi oosit sapi in vitro.

(Kata kunci: Fetal calf serum, Kultur oosit, Maturasi in vitro, Oosit sapi)
ABSTRACT

This study was conducted to investigate the utilization of ovaries from the slaughterhouse as oocytes source for
in vitro fertilization (IVF). Fetal calf serum (FCS) was used as supplement of in-vitro maturation medium in order to
increase the successfullness of IVF. Ovaries were collected from local slaughterhouse and transported to the laboratory
using 0.9% NaCl medium at 31-34°C. The oocytes were aspirated by using a 3 ml syringe and 23 G needle containing
Dulbeco’s-Phosphate Buffer Saline (DPBS), then were maturated in modified CO; incubator (99% humidity and a
temperature of 37-39°C) in Tissue Culture Medium-199 (TCM-199). Oocytes were divided into 2 groups: control group
(TCM-199) and the treatment group (TCM-199 + 10% FCS). Data was analyzed by Chi-Square anaiysis, and the
quality of oocytes were analyzed descriptively. Maturation ability of bovine oocytes in the treatment group was
significantly higher (P<0.05) than the control group (55.22% vs 40.09%). In conclusion, the suplementation of 10%
FCS in maturation medium improve the quality and ability of oocytes maturation.

(Key Words: Fetal calf serum, Oocytes culture, In vitro maturation, Bovine oocytes)

Pendahuluan fertilization (IVF) meliputi in vitro maturation
(IVM) dan in vitro culture (IVC).
Perkembangan  bioteknologi  reproduksi Ovarium sapi yang berasal dari rumah potong

ternak telah banyak menghasilkan manfaat bagi
manusia khususnya dalam industri peternakan.
Teknologi-teknologi tersebut antara lain adalah
inseminasi buatan (IB) yang telah memasyarakat di
daerah-daerah dan sudah membuahkan hasil
(Rustanto dan Sugiono, 1997) dan transfer embrio
(TE) yang saat ini masih dikembangkan dapat
dilakukan untuk memperbanyak embrio. Untuk
keperluan transfer embrio dibutuhkan embrio dalam
jumlah yang banyak. Salah satu cara yang dapat
dilakukan adalah dengan aplikasi teknologi in vitro
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hewan (RPH) sesaat setelah penyembelihan dapat
dimanfaatkan sebagai sumber oosit untuk keperluan
in vitro maturasi sehingga dapat memudahkan in
vitro fertilisasi (Pujol et al., 2004), namun
keberhasilan IVF sampai ke tahap blastosist sangat
tergantung pada beberapa faktor diantaranya jenis
suplemen yang digunakan dalam media maturasi in
vitro (Hammam et al., 2010), kualitas oosit yang
digunakan (Lonergan et al., 2003; Anguita et al.,
2007), serta resiko kontaminasi dan kondisi kultur
(Sagirkaya et al., 2007). Jenis suplemen, kualitas
oosit serta kondisi kultur yang baik sangat men-
dukung untuk meningkatkan kemampuan maturasi
00sit in vitro.

Optimalisasi maturasi in vitro oosit antara
lain adalah pengklasifikasian oosit, penambahan zat
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aditif berupa faktor pertumbuhan dan hormon (Shen
et al., 2008), maupun berbagai macam serum.
Klasifikasi oosit yang didasarkan pada kelengkapan
struktur oosit sangat mempengaruhi maturasi in
vitro dan perkembangan oosit sampai ke tahap
blastosist (Alm et al., 2005; Ksiazkiewicz et al.,
2007). Penggunaan serum seperti fetal calf serum
(FCS) banyak digunakan dalam produksi embrio
(Sagirkaya et al, 2004) karena mengandung
epidermal growth factor (EGF) yang berperan
sebagai regulator intraovarian dalam proses
maturasi oosit (Mtango et al., 2003). Fetal calf
serum telah dibuktikan bermanfaat selama kultur in
vitro, namun kadar penggunaannya dan hasil yang
diperoleh masih bervariasi (Abe et al., 2002; Holm
et al, 2002; Rizos et al., 2002). Penelitian tentang
pengaruh suplemen FCS terhadap kemampuan
maturasi oosit sapi in vitro dilakukan dalam rangka
untuk memanfaatkan hasil samping RPH dan
sekaligus menambah referensi hasil IVF.

Materi dan M etode

Waktu dan tempat penelitian

Penelitian  dilaksanakan = pada  bulan
September sampai Desember 2012 di Laboratorium
Fisiologi dan Reproduksi Ternak, Fakultas
Peternakan, Universitas Gadjah Mada.

Materi

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini
adalah: ovarium sapi lokal hasil persilangan (sapi
PO, sapi SimPO, dan sapi LimPO) sebagai sumber
oosit yang diperoleh dari RPH Giwangan
Yogyakarta, TCM- 199, D-PBS, BSA, heparin, Na-
caffein, Na-piruvat, NaCL fisiologis, Pen-Strep,
FCS, minyak mineral dan aquabides steril. Alat
yang digunakan dalam penelitian ini adalah
modifikasi Inkubator CO,, cawan petri disposibel
berdiameter 35 mm, syringe disposibel 3 ml, alat-
alat gelas: pipet ukur, pipet pasteur, tabung reaksi,
Erlenmeyer, gelas beker dan alat-alat gelas lainnya,
laminar air flow, mikroskop inverted, kamera
Optilab, mikropipet, termos, penangas air, dan filter
Millipore.

Metode

Koleks ovaria. Ovaria diambil dari RPH
setelah sapi disembelih, kemudian dicuci dengan
larutan NaCl 0,9% yang telah diberi penisilin G dan
streptomisin sulfate, ditempatkan dalam termos
yang berisi larutan (100 ml NaCl 0,9% + 100 IU/ml
penisilin G + 10 mg/ml streptomisin sulfat) pada
suhu 31-34°C. Ovaria dibawa ke laboratorium
dalam waktu tidak lebih dari 3 jam.

Aspiras dan pencarian oosit. Oosit
diaspirasi menggunakan syringe 3 ml dan jarum 23
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G yang berisi D-PBS + 3% FCS. Cairan yang
diperoleh dari folikel ditampung dalam tabung yang
terpisah, kemudian dilakukan pencarian oosit.
Pencarian dan evaluasi oosit dilakukan dengan
menuangkan cairan folikel pada cawan petri di
bawah mikroskop stereo dengan pembesaran 10x.

Klasifikas oosit. Oosit diklasifikasikan
berdasarkan kelengkapan strukturnya dan diseleksi
mengikuti Gordon (1994): kelas 1) lapisan sel
kumulus utuh dan kompak, ooplasma rata dan tidak
bergranula, kelas 2) lapisan kumulus tidak utuh
(minimal setengah keliling oosit) dan ooplasma
rata, kelas 3) oosit gundul tanpa lapisan kumulus,
kelas 4) oosit dikelilingi oleh fibrin yang
menyerupai sarang laba-laba. Oosit yang digunakan
dalam penelitian ini hanya oosit kelas 1 dan 2.

Maturasi oosit. Oosit yang diperoleh
dipisahkan ke dalam 2 (dua) kelompok yaitu
kelompok kontrol dan kelompok perlakuan.
Kelompok kontrol diletakkan dalam media maturasi
100 ml TCM-199 (25 mM Hepes TCM-199 dengan
garam Earle’s) yang telah diberi antibiotik
(Penisilin G 100 IU/ml dan streptomisin sulfat 10
mg/ml) tanpa FCS, sedang pada kelompok
perlakuan oosit diletakkan dalam media maturasi
yang sama dan diberi tambahan 10% FCS dari 100
ml TCM-199. Proses inkubasi dilakukan dengan
menggunakan modifikasi inkubator CO,. Oosit
yang diletakkan pada media maturasi ditutup
dengan minyak mineral kemudian petridishnya
dimasukkan dalam kantong aluminium kedap udara,
lalu melalui filter millipore 22 nm gas CO, dari
saluran pernapasan ditiupkan dalam aluminium
tersebut hingga plastiknya mengembung, segera
ditutup dan dimasukkan dalam aluminium foil
sehingga tidak tembus cahaya. Proses inkubasi
dilakukan dengan memasukkan dalam inkubator
pada suhu 39°C dan kelembaban 99% selama 22
jam.

Pengamatan. Oosit yang sudah dimaturasi in
vitro selama 22 jam kemudian diamati dengan
mikroskop stereo. Terjadinya maturasi ditandai
dengan pemekaran sel-sel kumulus, zona pelusida
terlihat semakin jelas, dan munculnya polar bodi
pertama.

Analisisdata

Variabel yang diamati meliputi persentase
oosit yang matur dan kualitas oosit yang dapat
dilihat dari pemekaran sel-sel kumulus dan terlihat
jelasnya zona pelusida. Angka maturasi adalah
jumlah oosit yang matur dibagi jumlah total oosit
yang diinseminasi dikalikan seratus, sedangkan
kualitas oosit adalah bentuk oosit yang proporsional
yang diamati berdasarkan grade-nya. Data
persentase oosit yang matur dianalisis secara
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statistik menggunakan Chi-Square dan kualitas
oosit dianalisis secara deskriptif.

Has| dan Pembahasan

Maturasi oosit dapat diamati dengan dua cara
yaitu maturasi sitoplasma yang ditandai oleh
semakin transparannya zona pelusida oosit serta
maturasi secara keseluruhan yang ditandai dengan
ekspansi sel-sel kumulus yang mengelilingi oosit.
Hasil penelitian di laboratorium menunjukkan
bahwa dalam kelompok perlakuan yang diberi
penambahan FCS sebanyak 10% memperlihatkan
jumlah oosit matur yang lebih besar dibandingkan
dengan kelompok kontrol yang tidak diberi FCS.

Hasil  penelitian menunjukkan  bahwa
penambahan FCS pada medium maturasi in vitro
memperlihatkan pengaruh yang signifikan antara
dua kelompok perlakuan. Hasil penelitian ini sama
dengan hasil penelitian Sagirkaya et al. (2004) yang
menunjukkan efektivitas penggunaan 10% FCS jika
dibandingkan dengan serum lain dan atau tanpa
serum. Hal ini disebabkan karena FCS merupakan
serum fetus sapi yang banyak mengandung zat yang
dibutuhkan oleh oosit selama proses kultur in vitro.
Mucci et al. (2006) menyatakan bahwa FCS dapat
menyediakan substrat energi, asam amino, vitamin,
growth factor dan antioksidan. Zat-zat tersebut
merupakan zat yang bermanfaat selama proses
kultur in vitro. Fetal calf serum juga dapat bersifat
sebagai biosecurity yang dapat menghambat resiko
kontaminasi patogen selama kondisi kultur in vitro
(Moore dan Bonilla, 2006).

Hasil analisis menunjukkan perbedaan yang
nyata (P<0,05) antara kelompok perlakuan dan
kelompok kontrol. Persentase oosit matur pada
kelompok perlakuan sebesar 55,22% lebih besar
dibandingkan kelompok kontrol sebesar 40,09%
(Tabel 1). Hasil ini hampir sama dengan yang
diperoleh Rutledge et al. (1986) yang mendapatkan
tingginya angka maturasi oosit pada penambahan
10% FCS dibandingkan dengan 20%, 5%, dan 1%
secara berturut-turut.

Ciri yang paling menonjol dari oosit matur
adalah ekspansi sel-sel kumulus serta semakin ter-
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lihat jelas zona pelusida oosit. Secara in vitro
ekspansi atau pemekaran sel-sel kumulus sangat
dipengaruhi oleh berbagai faktor diantaranya
medium dan kondisi kultur selama proses inkubasi
(Wattimena, 2006), dan aktivitas berbagai
komponen yang melibatkan enzim, dan hormon
(Widayati, 1998), serta komposisi medium kultur
yang digunakan (Tavares et al., 2008).

Proses pengklasifikasian oosit juga sangat
diperlukan sebelum maturasi in vitro, karena grade
oosit ditentukan oleh kelengkapan struktur dari
oosit  tersebut. Grade oosit juga  dapat
mempengaruhi kualitas maturasi. Oosit dengan sel-
sel kumulus yang intak (grade 1) dan dimaturasi
dengan penambahan FCS akan menyebabkan
kualitas maturasi yang lebih baik dibanding dengan
oosit yang hanya memiliki sebagian sel-sel kumulus
(grade 2) atau tanpa penambahan FCS pada
medium maturasinya. Hal ini berkaitan dengan
fungsi FCS yang dapat menyediakan protein bagi
oosit selama proses maturasi. Gambar 1 menyajikan
oosit grade 1 yang digunakan dalam penelitian.

Dari Gambar 1 dapat dilihat perbedaan antara
oosit yang dimaturasi dalam kelompok kontrol dan
perlakuan. Oosit pada kelompok perlakuan mem-
punyai kualitas oosit matur lebih baik yang ditandai
dengan struktur sel-sel kumulus dan nukleus yang
lebih proporsional dibandingkan dengan oosit matur
pada kelompok kontrol. Hal ini disebabkan oleh
komponen FCS yang tidak terdapat pada kelompok
kontrol. Hasil yang sama juga dilaporkan oleh
Lorenzo et al. (1994) bahwa besarnya pengaruh
FCS yang ditambahkan dalam medium maturasi in
vitro pada kelompok oosit yang memiliki COCs,
berkaitan dengan peran FCS yang sangat
dibutuhkan oleh FSH yang membuat terjadinya
ekspansi sel-sel kumulus, memperbaiki viabilitas
sel, dan menyelesaikan pembelahan meiosis
pertama.

Cumulus oocyte complexes (COCs) yang
dimaturasi in vitro dalam medium maturasi yang
disuplementasi fetal calf serum akan mengalami
kemampuan perkembangan maturasi yang lebih
baik dibandingkan dengan oosit yang memiliki sel-
sel kumulus sebagian. Hal ini disebabkan selain

Tabel 1. Persentase oosit yang matur dari dua perlakuan setelah maturasi in vitro (percentage of maturation
oocytes in the two treatment groups after in vitro maturation)

Kelompok (group)

Jumlah oosit yang diamati
(total oocytes observated)

Jumlah oosit yang matur
(total oocytes mature)

Perlakuan (+FCS 10%) (experiment (with FCS
10%))
Kontrol (tanpa FCS) (control (within FCS))

230 127 (55,22%)"

222 89 (40,09%)*

> Superskrip yang berbeda pada kolom yang sama menunjukkan perbedaan yang nyata (different
superscripts at the same column indicate significant differences).
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Gambar 1. Oosit grade 1 kelompok perlakuan (+FCS), (a) sebelum maturasi dan (b) setelah maturasi; serta
oosit kelompok kontrol (tanpa FCS) (c) sebelum maturasi dan (d) setelah maturasi (oocyte grade 1
experiment group (+FCS), (a) before maturation and (b) after maturation, oocyte control experiment
(absence FCS) (c) before maturation and (d) after maturation).

fungsi FCS yang menginaktifkan radikal bebas dan
logam berat selama kondisi kultur (Sagirkaya et al.,
2004), sel-sel kumulus juga berperan dalam
mekanisme kompleks yang melibatkan komunikasi
intraseluler oosit dan sel-sel somatis selama proses
maturasi (Zhu et al., 2007).

Kualitas oosit merupakan faktor yang sangat
penting dalam menentukan maturasi oosit. Sama
halnya dengan FCS yang dapat meningkatkan angka
maturasi dibanding serum lainnya seperti bovine
serum albumin (BSA) (Koo et al., 1997) dan
synthetic serum subtitute (SSS) (Sagirkaya et al.,
2004). Oosit dengan sel-sel kumulus intak me-
nyediakan faktor esensial selama proses maturasi,
menjaga oosit dan berperan selama tahapan
pembelahan meiosis serta mendukung maturasi
sitoplasma. Pada babi oosit sel-sel kumulus intak
dapat menurunkan penetrasi spermatozoa pada saat
fertilisasi in vitro (Wongsrikeao et al., 2005),
sedangkan pada manusia oosit matur dengan sel-sel
kumulus intak sangat berpotensi untuk terfertilisasi
saat inseminasi namun rendah fertilitasnya.

Kualitas oosit yang tidak bagus seperti
kurangnya sel-sel kumulus yang mengelilingi oosit
akan menyebabkan penurunan metabolisme antara

oosit dan sel-sel kumulus yang mengakibatkan tidak
tersedianya nutrisi yang sangat dibutuhkan selama
proses maturasi (Widayati, 1998). Selain itu oosit
yang memiliki sel-sel kumulus intak atau COCs
akan memungkinkan terjadinya komunikasi
intraseluler melalui gap junction yang merupakan
tempat transfer sebagian oosit denud, meningkat-
kan in vitro maturasi dan menyelamatkan oosit dari
degradasi (Adiva, 2010).

Oosit sel-sel kumulus sebagian (grade 2)
akan menyebabkan maturasi yang kurang sempurna.
Hal ini berkaitan dengan maturasi sitoplasma atau
transformasi inti yang ditandai dengan diferensiasi
dan pembentukan polar bodi I serta maturasi
membran (germinal vesicle) yang ditandai oleh
pemekaran sel-sel kumulus dan terputusnya
membran (germinal vesicle break down). Berikut
adalah gambar yang menyajikan oosit grade 2 yang
digunakan dalam penelitian.

Hasil analisis deskriptif maturasi oosit in
vitro menggunakan oosit grade 2 memperlihatkan
bahwa antara kelompok perlakuan mempunyai
kualitas yang baik (seperti yang terlihat pada
Gambar 2) dibandingkan dengan oosit yang
dimaturasikan dalam kelompok kontrol. Gambar 2
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Gambar 2. Oosit grade 2 kelompok perlakuan (+FCS), (a) sebelum maturasi dan (b) setelah maturasi; serta
oosit kelompok kontrol (tanpa FCS) (c) sebelum maturasi dan (d) setelah maturasi (oocyte grade 2
experiment group (+FCS), (a) before maturation and (b) after maturation, oocyte control group (absence
FCS) (c) before maturation and (d) after maturation).

memperlihatkan struktur oosit yang terlihat jelas
khususnya pada bagian zona pelusida. Semakin
transparannya zona pelusida merupakan indikasi
dari maturasi oosit yang sempurna. Hasil penelitian
yang sama diperoleh Widayati (1998), yang
menemukan tidak efisiennya penambahan sel-sel
kumulus pada media maturasi terhadap angka
maturasi  oosit, namun meningkatkan angka
fertilisasi dan pembelahan embrio. Leivas et al.
(2011) melaporkan bahwa tingginya angka maturasi
pada oosit yang diberi perlakuan FCS yang
disebabkan oleh kandungan FCS yang merupakan
sumber protein dan sangat mendukung aktivitas
biologik oosit selama proses maturasi in vitro.

Oosit sel-sel kumulus intak (COCs) serta
oosit sel-sel kumulus sebagian mempunyai
mekanisme yang sama dalam berkomunikasi
dengan sel-sel kumulus untuk mematangkan oosit,
namun oosit sel-sel kumulus intak mempunyai
potensi yang lebih besar dibanding oosit sel-sel
kumulus sebagian. Hal ini disebabkan karena sistem
calpain-calpastatin yang ditemukan dalam pola
ekspresi gen pada COCs dan tidak ditemukan pada
naked oocytes (oosit sel-sel kumulus sebagian) (Zhu
et al., 2007). Sistem calpain-calpastatin merupakan
jalur signal selular yang memediasi kalsium,
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pengangkutan enzim, aktivasi reseptor serta proses
seluler lainnya yang meliputi siklus regulasi sel,
diferensiasi sel serta apoptosis (Ben-Aharon et al.,
2005). Sistem calpain-calpastatin inilah yang mem-
bedakan kualitas maturasi antara oosit sel-sel
kumulus intak dan oosit sel-sel kumulus sebagian,
baik dalam pemekaran sel-sel kumulus maupun
transparannya zona pelusida.

Keadaan oosit sel-sel kumulus sebagian juga
sangat mempengaruhi maturasi sitoplasma, hal ini
diakibatkan karena selama proses IVM sel-sel
kumulus sangat berperan sebagai penghubung dan
menyediakan gup junction yang merupakan jalur
lintas nutrisi bagi oosit (Widayati, 1998). Pada
proses IVF, oosit sel-sel kumulus sebagian akan
mengalami keterlambatan fertilisasi, hal ini di-
sebabkan karena sel-sel kumulus yang mengelilingi
oosit akan menciptakan suatu lingkungan mikro
yang sangat spesifik untuk proses fertilisasi in vitro
(Yokoo dan Sato, 2004). Oosit sel-sel kumulus
intak akan menciptakan lingkungan mikro dalam
medium kultur yang lebih baik untuk aktifitas
oosit selama proses maturasi dibandingkan oosit
sel-sel kumulus sebagian.



Denvy Meidian Daoed et al.

Kesimpulan dan Saran

Kesimpulan

Suplementasi fetal calf serum (FCS) dalam
media maturasi dapat meningkatkan angka maturasi
dan dapat memperbaiki kualitas maturasi in vitro
oosit sapi berdasarkan grade-nya.

Saran

Proses maturasi oosit secara in vitro dengan
menggunakan FCS 10% dan inkubator CO,
modifikasi dapat menghasilkan oosit dengan
maturasi yang sempurna, sehingga diharapkan
penelitian lanjutan seperti fertilisasi in vitro dan
kultur embrio in vitro dengan kadar FCS 10% dan
menggunakan inkubator CO, modifikasi.
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