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suami istri merupakan hal yang perlu mendapat perhatian.
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Pendahuluan

Sejak lebih kurang 80 tahun yang lalu, telah diketahui bahwa da-
lam proses fertilisasi berperan faktor imunologis. Hal ini diperkuat
oleh pemeriksaan hewan percobaan, maupun laporan klinis.

Pemikiran dasar adanya proses imunologis tersebut ialah masuk-
nya sperma ke dalam traktus genitalis wanita. Sperma yang merupakan
zat komplek berasal dari testis, epididimis duktus ejakulatorius dan
kelenjar asesori lelaki, dianggap benda asing bagi tubuh wanita, yang
vapat menyebabkan timbulnya proses imunologis.

Secara teoritis, sejak masuknya sperma ke dalam traktus genita-
1is sampai implantasi, dapat merupakan tempat terjadinya proses imu-

nologis, Proses imunisasi wanita oleh karena masuknya antigen sperma

merupakan proses isoimunisasi. Sebaliknya, komponen imunologik sperma

dapat pula menyebabkan timbulnya proses imunologik terhadap spermato-
zoanya sendiri, yang dapat menyebabkan timbulnya autoimunisasi.

Timbulnya proses isoimunisasi maupun autoimunisasi dapat menye-
babkan berbagai kelainan kualitas maupun kuantitas spermatozoa, yang
diduga (meskipun tidak selalu) menjadi penyebab infertilitas pasangan
suami istri (Schumacher, G.F. 1979).

Beberapa kasus infertilitas pasangan suami istri yang belum dapat di-

na proses imunologik. MILIK |
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Dipandang cari segi penanganan masalah infertilitas pasangan su-
ami istri, maka aspek imunologis, baik dari fihak wanita, maupun
lelaki perlu diteliti Tebih lanjut.
Tulisan di bawah ini mengemukakan aspek imunclogis pasangan suami

istri, serta beberapa cara praktis untuk menguji adanya proses imunolo-
gis pada pasangan suami istri, khususnya dari segi infertilitas lelaki.

Isoimunisasi pada wanita oleh antigen sperma

Terdapat beberapa hal yang menyebabkan terjadinya isoimunisasi
pada wanita karena masuknya antigen sperma.

Pada traktus genitalis wanita, terutama uterus, terdapat banyak
sel makrofag dan sel-sel yang memungkinkan terjadinya proses imunitas.
Hal ini menyebabkan terjadinya mekhanisme aferen imunologis setelah
koitus. Keadaan itu di pengaruhi oleh beberapa hal sebagai berikut :

1. Adanya jutaan spermatozoa yang terdépat di dalam vagina, sedang ha-
nya satu spermatozoa yang berguna untuk fertilisasi. Sebagaian besar
spermatozoa mengadakan ikatan dengan imunoglobulin, dengan demikian

menghambat proses imunitas. Cohen dan Gresson ( 1978 ) menemukan

bahwa sebagian terbesar sperma setelah koitus mengadakan interaksi
dengan antibodi.

. Kecenderungan terjadinya spermatozoa oleh sel somatik servik uteri,
dan adanya daya terik khemotaksis sperma oleh makrofag.

Kemungkinan adanya antigen lain yang ikut masuk kedalam traktus ge-
nitalis wanita. Berbagai infcksi karena T-mikoplasma Stafilokokus
dan protozoa memungkinkan timbulnya antibod. terhadap spermatozoa.

Karena alasan ini pula maka para pelacur diperkirakan kebanyakan
infertil.

Uterus, terutama servik, merupakan tempat utama aktifitas sekre-
torik imunologik traktus genitalis wanita dan endometrium uteri serta
tuba Falopii, berperanan kecil pada aktifitas tersebut.
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Rarisangar antigenik pada lapisan mukosa menyebabkan terbentuknya
antibodi, baik lokal maupun sistimik.

Sifat-sifat imunologis servik dan sekresinya dapat disimpulkan
sebagai berikut :

| a. Servik mempunyai banyak sel plasma yang dapat mensekresi imuno-
w globulin.
| b. Mukus servik juga mengandung komponen penting untuk antibodi lo-
kal yang menyebabkan imunitas (Srga, IgA, IgG dan juga faktor
komplemen) .
g,

Bilamana terjadi infeksi vagina oleh E Coliandida albikans,
Trikhomonas vaginalis, Gonokokus, dapat memprovokasi respon sel

plasma di servik dan terbentuk antibodi spesifik (terutama IgA)
pada mukus. ;

Imunitas humoral terhadap sperma

Heaker (1922) adalah orang pertama yang menemukan faktor imuno-

logis dalam scrum wanita ~ infertil - tanpa - sebab, yang mengakibatkan
sitolitis spermatozoa.

| Franklin dan Dukes (1964) kemudian menemukan aktifitas agluti-
nasi pada serum wanita infetil, yang mampu menggumpalkan spermatozoa.

: Setelah itu berbagai kasus tentang kadar antibodi terhadap spermato-
zoa dilaporkan pada wanita fertil maupun infertil.

Kecuali faktor yang dapat menggumpalkan (aglutinasi) spermatozoa, ter-
dapat pula yang mampu mengimobilisasikan spermatozoa.

Sekelompok wanita infertil yang tidak jelas scbabnya dianggap
mempunyai "immune infertility". Hal ini diduga bahwa infertilitasnya

banyak berkurang karena aktifitas antibodi yang berpengaruh pada sper-
matozoa.

Berbagai cara dan metoda dapat digunakan untuk mengetahui akti-
fitas antibodi terhadap spermatozoa, baik antibodi yang mampu mengada-
kan aglutinasi, imobilitas dan sitotoksisitas pada spermatozoa.

Berbagai macam antibodi tersebut terdapat di dalam serum wanita,yang
dapat menimbulkan imunitas humoral.

! LAPORAN PENELITIAN SEGI IMUNOLOGIS INFERTILITAS... KOENTJORO SOEHADI
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Imunitas lokal terhadap sperma

Seperti telah dikatakan di atas bahwa rangsangan antigenik dapat
menyebabkan imunitas Tokal pada alat reproduksi wanita,

Imunitas Tokal dapat memperocaruhi sistim reproduksi wanita dengan
jalan seperti hal-hal di bawah ini ( Jones, W.R. 1980) :

1. llenggunakan makrofah dan mempercepat fagositosis spermatozoa pada
genitalia wanita.

™

. Mematikan (sitotoksis) dan mengimobilisasikan spermatozoa bilamana -
terdapa® cykup komplemen untuk terjadinya imobilisasi.

- Mengaglutinasikan spermatozoa, yang menyebabkan kemampuan penetradi
s¢ rmatozoa pada mukus serviks berkurang.

4. tlempengaruhi prosss kapasitasi spermatozoa.

5. Mempengaruhi seleksi spermatozoa dalam alat reproduksi wanita untuk

dapat mencapai sasaran fertilisasi.

Sayangnya keadaan imunitas lokal tak mencerminkan derajat imuni-
tas humoral. Hal ini dischabkan karena berbagai alasan, misalnya :
Kelainan kualitas spermatozoa di dalam mukus servik ( Pada Tes
Pos Koitus) tak selalu disebabkan karena faktor imunitas lokak, maupun
sistemik.
Kadar antibodi dalam serum tidak selalu sama dengan kadar antibodi an-
ti spermatozoa pada alat renroduksi wanita.

Hal ini dapat diketahui karena tak ada korelasi/korslasi lemah antara
aktifitas antibodi antispermatozoa dan daya hidup (survival) spermato-

zoa pada alat genitalia wanita. (Glass dan_tidya 1870 lanafiah et al.
1972 Waldman et al 1972). MILIK

"UNIVERSITAS AIRLANGGA”™
Antibodi antispermatozoa pada lelaki SURABAYA

PER-USTAKAAN }
|
]

Ejakulat yang terdiri dari plasma sperma dan spermatozoa merupakan anti-
gen. /intigen diperkirakan terbentuk pada stadium spermatosit.

Sebagian terbesar sperma dikeluarkan dari tubuh, sejak dibentuknya, me-
1alui ejakulasi. Denaan adanya blood-testis barricr, maka tidak terjadi
transfer antigen, antibodi atau sel-imun dari lumen tubuli seminiferi

ke dalam sirkulasi darah dan sebaliknya.
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Bilamana terjadi kgbocoran barier darah-testis, entigen, antibodi atau
sel-imun akan masuk ‘sirkulasi darah, dan dapat menimbulian antibodi ter-

hadap spermatozeanya sendiri. Hal ini yang menyebabkan terjadinys aytoi-
munitas pada lelaki (Menge and Berhman, 1979).

Autcimunitas dapat terjadi karena berbagai h21, misalnya :
Trauma, akibat operasi, infoksi (prostatitis, vesikulitis, epididimoor-
khitis), obstruksi dan atrofi akibat infeksi atau trauma ( Rumke,1968 :
Mancini 1971 ; Eyquem don D'Almeida, 1973). Dalam ksadean ini pembentuk-
‘an antibodi bersifat sckunder akibat\terjadinya preoscs-proses tersebut
dengan akibat extravasasi dan rcsorbsi sperma ke dalam jaringan inter-
sitial. Tentang hubungan antara obstruksi saluran genitalia dengan tim-
bul dan beredarnya aglutinin spermatozoa &e]uw jelas, karena pada 75%
lelaki dengan gangguan obstruksi tidak tarJaQi unt1hod1 (Rumke, 1968)
SLba11knya beberapa pasen dengan aglutinin spcrnatozoa vang kemudian
sembuh karena operasi akan terus, menunjukkan u1+gr aglutinasi positif
(Phadke dan Padukoni; 1964) Studi’ pada Telaki d qﬂﬂ“n atrofi endokrin
primer atau sckunder menunjukkan banwa'\egaga1an\SQGrmatogunes1s sen-
diri tidak berkaitan dengan adanyz antibodi penaaglutinasi spermatozoa.

Terbentuknya antibodi terhadap spermatozos scndiri menyebabkan
aglutinasi dan imebilisasi spcrmatozoa secgera setelah ¢jakulasi. Mes-

kipun demikian hal ini tidak selalu menycbabkan gangguan fertilitas
(Schumacher G.F, 1977 Hendry ot al. 1978 ).

- fintibodi spermatozoa terdapat dalam plasma sperma hanya kalau
titeb yang terdapat dalam serum cukup tinggi.
Me nurut penelitian fumke (1974) terdapat korclasi nositif antara titer
antibedi yang tinggi dongan lamanya infertilitas. :
Rumke dan Hellinga (1959) menunjdkkan ﬁdanya titer antibodi rsndah da-
lam serum pada lelaki fertil.
Ejallbrant 1968 menunjukkan terdapat titer autoantibodi pengaglutinasi
spermatozoa pada kclomnok lelaki fertil sebesar 2.6%, sedangkan pada
kelompok 1claki infertil sebesar 6.8%.

LAPORAN PENELITIAN SEGI IMUNOLOGIS INFERTILITAS... KOENTJORO SOEHADI
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Metode pemeriksaan inunologis pasangan suami istri infertil,

Karena pada fihak lelaki terdapat ke mungx1nﬂn adanya autoantibodi
terhadap spermatczoanya sendiri, maka schemarnya pemeriksaan imunologis
pasangan suami istri dapat dimulai pada fihak 1elaki, baru kemudian di-
Taksanakan pada fihok istri atau bzrsamaan.

1. Aglutinasi spomatezoa pada sperma segar.

Pada pemeriksacn analisissperma rutin, terdapat parameter sperma
yang berkaitan dengan m lah imunologis, ialah aqlutinasi sphermatozoa.

Aglutinasi spermatozoa dapat disebabkan karena faktor imunologis mau-
pun non imunclogis. Cara untuk membedakan aglutinasi non imunologis
(2gTitinasi palsu) dengan yano diduga aglutinasi yang sejati(imunclogis?)
ialah dengan beberana cara : '

Dengan pemberian iarutan garam fisiologis. Kalau terjadi aglutinasi
palsu, maka srermatozon akan Tcpas. Pada aglutinasi sejati . ‘sperma-

-

tozoa akan totap mengowmpal atau menggerembeod .
Cara yang kedua ialah yang dikemukakan oloh H i211inga (1975. Sete-
tes sperma scgar, sctelah likuefaksi total, diletakkan pada gelas obyeck,
kemudian ditutup denoan gelas panutup. Sediznn ind dibiarkan, tidak di-
sentuh sedikitpun, sclama paling sedikit satu jam. Pada sherma normal,
spermatozoa = . terscbut tak akan saling bersentuhan satu sama
lain. Tetapi p}d sperma yang mengandung aglutinin akan bersentuhan sa-
tu sama lain dan zkan menggerombol. Penggerombolan tersebut terjadi de-
ngan berbagai cara.
1*. Ujung atau bagian ckor yang lebih proksimal hers¢ntuhan satu sama
lain, sedangkan kepalanya bergerak-gerak bebas.
Agglutinasi semacam ini dinamakan agglutinasi Tail-to-Tail (TT).
2 . Kepala dan kanala spermatozoa bersentuhan dan menggerombol.
Sedangkan ckornya dapat dilihat bergerak-gerak bebas. (HH).

LAPORAN PENELITIAN SEGI IMUNOLOGIS INFERTILITAS... KOENTJORO SOEHADI
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Bila kedua hal terschut terjadi, yaitu baik k
kemudian ckor dengzn kenala mengg
Head to Tail (HT).

epala dengan kepala
crombol, maka terdzpat agglutinasi

4 . Bila sperma terdzpat menggerombel pada suatu sel muda spermatozoa

atau pada lckosit, maka h2l ini dinamaks pscudcagglutinasi.

5 . Bila spermatczoz menggurombel seperti benang pada pinggir suatu da-
erah, maka hal itu discbabkan karena proses Tikuefaksi.

Ini dinama-
kan string agglutination.

Pada keadaan 1,2 dan 3 terdapat titer agglutinin fertentuy dalam tu-
buh lelaki. Keadaan 4 dan & tak ada hubungannya dengan proses immunologi.

Kozntjoro Sochadi dan Arsyad (1981) memcriksa perma dari 262 le-
laki dari pasangan suami istri infortil mendapatkan 26% menunjukkan

aglutinasi spermatezoa pada cjakulat segar (4,15%). Dari 26 sperma,

19 (3%) menunjukkan aglutirasi palsu dan 7 shzrma (1,15%) aglutinasi

sejati.

2. Pemeriksann Tes Pos Koitus ( Post Coital Test = PCT)

PCT adalah suatu tes vang diqunakan untuk menguji faktor serviks

terhadap aktivitas spermatozca.

Tes Pos koitus atau Tes Sims-Huhner (tes SH) dilaksanzkan dengan

mengambil mukus serviks pasangan suami istri yang telah bersanggama
beberapa jam sebelumnyx (1k 6 jam).

Suami dianjurkan melaksanakan abstinesia sclama 3 - § hari, istri

diperkirakan dalam keadaan fase ovulasi.

"Tes SH amat penting karcna dapat mengevaluasi atau memberi infor-

masi tentang :

*

¥*

*

Tehnik koitus pasangan suami istrj.
Kualitas dan sifat-sifat fisik mukus serviks.
Kuzlitas sperma dan spermatozea.

Bagaimana pengaruh mukus serviks terhadap spermatozoa.

LAPORAN PENELITIAN SEGI IMUNOLOGIS INFERTILITAS... KOENTJORO SOEHADI
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*  Fungsi ovarfum secara indirek.

Syarat agar PCT dianggap positif, masih menjadi bahan perdebatan.
Ada yang mengatakan PCT pos, kalau terdapat paling tidak satu permatozoa
yang bergerak aktif di mukus serviks(Kovacs et al,1978) namun ada juga
yang mengatakan bahwa PCT dianggap positif, kalau terdapat lebih dari
6 - 15 spermatozoa yang bergerak aktif dalam satu lapangan pandang de-
ngan pembesaran mikroskup 45 kali.

Kalau PCT positif berarti : Dari fihak wanita faktor serviks baik
dalam keadaan fase ovulasi, serta spermatozoa mampu bergerak baik dalam
mukus serviks( penetrasi spermatozoa ke dalam mukus serviks baik)

Kalau PCT negatif, dengan pengertian segala metoda dan syarat-syarat
untuk PCT telah dipenuhi, maka kemungkinannya ialah terdapat faktor non-
imunologis dan imunologis.

* Terdapat faktor imunologis pada suami

* Terdapat faktor imunologis pada istri

* Terdapat faktor immunologis pada suami dan istri.

Terdapat faktor-faktor non-imunologis pada istri dan suami.

*

Faktor non-imunologis misalnya keadaan azoospermia, oligozoosper-
mia ekstrim, nckrozoospermia, dan kesalahan ‘tehnik koitus. Dari fihak

wanita misa’nya adanya faktor infeksi, baik bakterial maupun prdtozoa i
dan gangguan ovarium.

Untuk memastikan tes SH positif atau negatif perlu dilaksanakan
pemeriksaan berulang kali,

Tahap pertama ialah menyingkirkan faktor non-imunologis PCT, yaitu
dengan mengadakan analisa sperma berulang kali, untuk melihat agglutina-
si pada sperma segar. Atau dengan mengadakan ulangan PCT dengan menying-
kirkan faktor-faktor lain misalnya infeksi-infeksi pada serviksmaupun
pada vagina, faktor ovarium dan lain-lain kemungkinan.

Menurut Krcmer et al (1978) pasangan suami istri dengan fihak su-
ami mempunyai antibodi terhadap spermatozoanya(autoimunitas), hasil PCT
nya kebanyakan negatif atau lemah. Hal ini karena adanya spermatozoa
yang teraglutinasi pada ejakulat, yang dapat dilihat pada sperma segar.
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Pada ejakulat demikian diantara spermatozoa yang teraglutinasi terdapat
spermatozoa aktif tetapi diselaputi oleh imobilisin, yang kalau bersen-
tuhan dengan mukus servik akan menyebabkan kemunduran motilitas pada
PCT, hal ini menghasilkan PCT negatif atau lemah. Keadaan ini terdapat

terutama kalau mukus servik mengandung komplemen yang dapat memungkinkan
terjadinya proses imobilisasi spermatozoa.

3. Tes Penetrasi Spermatczoa In Vitro ( Sperm Penetration Test).

Tes ini dilaksanakan untuk menunjukkan kcmampuan senetrasi sperma-
tozoa ke dalam mukus servik in vitro.

Terdapat dua metoda untuk melaksanakan tes ini
* Metoda kapiler,

* Metoda slide.

®

3.1. Tes Penetrasi spermatozoa metoda kapiler.

Metcda ini semula dikemukakan oleh Kremer (1965), dengan prinsip
mengukur kemampuan spermatozoa untuk menerobos sekolom mukus servik da-
Tam tabung kapiler. Metoda ini dilakukan nada minggu ke dua dari fase
estrogenik, siklus menstruasi artifisial dengan pemberian pil.

Tes ini dapat dilaksanakan secara terpisah maupun berkaitan dengan

tes SH.

Tes Penetrasi Spermatozoa-mukus Serviks berguna bilamana tes SH
negatif atau lemah, walau kualitas/kuantitas sperma baik, keadaan mukus
servik normal, dan waktu tes SH dilaksanakan tepat ( Max Elstein, 1978).

Tes penetrasi Spermatozoa metoda kapiler dilaksanakan dengan meng-

gunakan sperm-penetratien-meter yang terdiri dari lempeng gelas berkali-
brasi

(ukuran 25 x 75 cm),tempat (reservoar) sperma dan penyangga. Re-
servoar dibuat menyerupai potongan bawah tabung reaksi kecil, tertempel
pada lempeng gelas, tempat sperma yang akan diperiksa.

Mukus serviks dihisap ke dalam tabung kapiler gelas, diameter 0,6 mm
x 40 mm, kemudian tabung kapiler dicelupkan ke dalam sperma di dalam re-
servoar demikian rupa schingga *. - l:di kontak antara sperma dengan mukus
servik dapat terjadi dengan baik (tanpa ada gelembung udara). Bagian u-
Jung yang lain dari kapiler ditutup dengan 1ilin.
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Pemeriksaan dilaksanakan dengan meletakkan lempeno qelas berikut
kapilernya herisontal.

Sperma yang dipakai tidak boleh Tebih dari 3 jam sctelah ejakulasi.

Karena pengambilan mukus servik tak selalu bertepatan dengan pe-
nampungan sperma, maka mukus servik yang diambil <apat disimpan terlebih
dahulu dalam suhu 40 - ZU?C, selama 3 minggu, Penilaian hasil tes
¢ilakukan setelah 10 menit, 30 menit, 3 jam dan kalau mungkin setelah
24 jam,

1).  Penaetrasi linear spermatozoa.

Dilakukan seberapa jauh penetrasi spermatozca ke dalam kolom mukus
servik tersebut, yaitu dengan mengukur jarak yang dicapai oleh
spermatozoa dalam waktu tertentu (cm).

2) Densitas penctrasi snermatozea

Yaitu diukur jumlah spermatozoa pada daerah tertentu rada tempat
penetrasi yang terjouh. Misalnya pada jarak 5 cm dalam satu lapang
an pandang mikroskup vembesaran 10 x 10, Dalam hal ini harus dili-
hat seluruh ruang kapiler, bukan hanya pada dinding kapiler saja.

3) Motilitas spermatozoa.
Yaitu dengan mengukur motilitas baik spermatozoa pada sepertiga
bagian atas kapiler dan dihitung sebagai berikut :
0 - Bilamana tak terdapat motilitas progresif (imotil/bergerak di temnat).
1 - Bilamana 25% dari spermatozoa mempunyai motilitas progresif.
2 - Bilamana 25 - 50 spermatozoa mempunyai motilitas progresif.
3 ~ Bilamand lebih dari 50% spermatozoa bermotilitas nrogresif.

Penilaian umum dari t'es ini ialah sebagai berikut :

Score 0 1 2 3
Penetrasi linear (cm) 0 0-2 2 -5 5
Densitas nenetrasi 0 1-10 11- 50 50 |
Motilitas pada 1/3 atas kapiler 0 1 2 3
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Bilamana score maksimum mencapai 9 : Excellent

& : qood
3 : poor
3 : neqgatif
Tes penetrasi spermatozoa in vitro dianggap negatif, kalau dalam 2 jam
tak terdapat spermatozoa yang bergerak progresif. Bilamana dalam dua jam

tersebut terdapat spermatozca yang berverak progresif sejauh 5 cm, tes
dianggap positif ( Kremer, 1978).

ilenurut Kremer, tidak semua pemeriksaan PCT positif, menunjukkan Tes Pe-
netrasi Spermatozoa yang positif pula. Tetapi hasil Tes Penetrasi Sper-
matozoa in vitro berkorelasi dengan hasil SCMC. Hal ini disebabkan kare-
na dalam PCT terdapat faktor-faktor yang non-imonolegis yang berpenga-
ruh dari pada faktor imunclogis.

|

|

F Jadi sebenarnya Tes Penetrasi Spermatozoa in vitro lebih sederha-
‘ na dan lcbih mendekati diagnostik imunologis dari pada PCT. Apalagi di
! calam PCT, diantara peneliti belum terdapat kesepakatan tentang berapa
W banyak spermatozoa bergerak proagresif yang dianggap PCT positif.

Tes penetrasi spermatozoa dapat digunakan untuk tes tambahan guna
menentukan letak faktor yang menyebabkan % tes SH negatif. Apakah penye-
babnya terletak pada fihak 1eclaki atau pada fihak wanita. Untuk maksud
itu dapat dilaksanakan cross-match test dengan menggunakan mukus servik

i donor dan sperma donor nula, yang menggunakan pula empat tabung kapiler,
(O1stein and Fjallbrant, 1976).

3.2. Tes Penetrasi spermatozoa metoda slide

Tes ini gunanya sama dencan tes penetrasi spermatozoa metoda kolom
kapiler, tetapi yang dilakukan ialah dencan menactahui seberapa jauh ke-
mampuan spermatozoa menembus mukus serviks dalam suatu sediaan., Caranya
ialah dengan meletakkan setctes mukus serviks, berdekatan dengan setetes
sperma. Pada suatu saat keduanya akan bertemu, membentuk suatu perbatas-

an antara sperma dan mukus servik. Setelah terjadi pertemuan antara kedua
cermukaannya, lalu ditutup dengan gelas penutup.

e e ——— A —————. e
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Seciaan dilihat dibawah mikroskup, terutama pada antar permukaan
(interface).

Dalam keadaan normal, sperma akan menerobos ke daerah mukus servik,
membentuk cambaran seperti jari-jari(phalances). Schelum lebih lanjut me-
nembus mukus servik, spermatozoa biasanya memenuhi ujunc phalanges. Pada
Ganyak hal spermatozoa tunggal mampu mencrobos terlebih dahulu, memasuki
daerah mukus serviks. Sctelah spermatozoa nionir menerobes, shermatozoa
berikutnya dencan mudah mengikuti masuk kedalam mukus serviks,

Tes ini pada mulanya dikembangkan oleh iiiller dan Kurzrok (1932)
dan juga oleh Barton dan Wiesner, (1946). Tes ini terkenal dengan Tes
iller Kurzrok. Tes ini ternyata kemudian dapat digunakan untuk membuk-
tikan hipotesa tentanc adanva agglutinasi spermatozoa yang tek tergantung
pada kemplemen dalam mukus serviks (Kremer,1978) ; Tes SCMC = Semen Cer-
vical Mucus Contact).

U]
il

Berbagai kemunckinan dapat terjadi, misalnya :

*) Spermatozoa dapat menemui hambatan, dengan berjalan berkalok-kelok
secara acak.

x.
—

Spermatozoa dapat berputar haluan, malah kembali ke daerah sperma.
*) Spermatozoa dapat melaju terus ke arah lebih dalam pada mukus ser-
vikS,untuk pada suatu saat menemui halangan berupa lekosit maupun
sel-sel lepas trakus urcgenital wanita.

Dencan landasan fakta ini dilakukan interpretasi hasil : tes penetrasi
spermatozea ke dalam mukus serviks dengan metoda slide.

Cara menchitung spermatozoa pada tes.

*) Yang dihitung adalah jumlah spermatozoa yang telah benar-benar
memasuki mukus serviks.

*) Spermatozoa yang masih dalam daerah phalanges tidak dihitung.

*) Digunakan pembesaran mikroskup 200 atau 400 x.

*) Pemeriksaan dilakukan setelah 5 dan 15 menit setelah tes dimulai.

*) Dihitung spermatczoa dalam beberapa lapangan pandang, pada daerah
interfase sperma-mukus serviks.
¥*) Dihituns milai rata-rata dari lapancan nandanc (F1,F2,F3,F4 dst).
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Interpretasi hasil tes.

* Dinitung nilai rata-rata spermatozoa pada beberapa lapangan pan-

dang dekat "interface" dihasilkan nilai pada Fi.
Dihitung pula rata-rata spermatczoa pada beberapa lapangan pan-
dang yang berada lebih jauh ke mukus serviks, dihasilkan nilai F2.

Demikian seterusnya sampai terdapat beberapa nilai rata-rata pada
F berikutnya.

Evaluasi hasil adalah sebagai berikut :

a) Excellent : F1 25 spermatozoa/lp ; F2 25 spermatozoa/lp.
b) Good : F1 15 spermatozoa/1p ; F2 15 spermatozoa/1p.
c) Poor : F1 5 spermatozoa/lp ; F2 5 spermatozoa/lp.
d)

Negatif : Tak ada penetrasi spermatozoa pada F1 maupun F2.

4. Sperm Cervical Hucus Contact Test (SCHC-Test).

SCMC-Test dilakukan dengan menyentuhkan setetes sperma dengan
mukus servik, karena adanya shaking phenomenon akibat imobilisasi sper-
matozoa di dalam mukus serviks yang dapat terjadi tanpa adanya komplemen.

Telah diterangkan bahwa untuk imobilisasi spermatozoa diperlukan
komplemen. Tetapi ternyata bahwa proses imobilisasi dapat pula berlang-

sung tanpa adanya komplemen (Manarang-Pangan and Behrman, 1971 ; Kremer
dan Jeger, 1978).

0leh beberapa peneliti tersebut dilakukan percobaan dengan men@—
hilangkan komplemen yanc terjadi di mukus servik, tetapi masih terjadi
imobilisasi spermatozoa juga. Imobilisasi itu terjadi demikian rupa se-
hingga setelah bersentuhan dengan mukus servik, spermatozoa hanya berge
rak-cerak dengan cker atau kepalanya saja yang bergetar. Gerakan ini o-

leh Kremer dan Jeger dinamakan shaking phenomenon. Sedangkan gerakannya
dinamakan shaking movement.

L]

Tes SCMC dilaksanakan berdasar hipotesa bahwa antibodi antispermato-
zoa yang terdapat pada spermatozoa maupun mukus servik dapat menyebabkan

hubungan silang (cross linking) antara spermatozoa dan glikoprotein misel
(micelles) yang membentuk anyaman glikopretein pada mukus servik. Perle-
katan spermatozoa pada anyaman glikoprotein menghasilkan terjadinya sha-
king movement atau jerking movement spermatozoa.

MILIK
PERPUSTAKAAN
"UNIVERSITAS AIRLANGGA”

QI ; 2
SURABAVYA
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Terdapat dua macam hipotesa tentang pencmpelan spermatozoa pada
anyaman glikoprotein.

Hasil dari Test Miller - Kur2xrok dapat digunakan untuk menguji
kebenaran hipotesa yang dikemukakan oich Kremer.

Spermatozoa yang menempel pada mukus servik akan bergerak terbatas
karena menempel pada glikoprotein.

Pertama : Yang melekat hanya ekor spermatozea, kenala bergerak-gemak.
Kedua : Yang melekat hanya kepala, ekor bergerak-gerak.

Pada keadaan pertama antibodi terhadap spermatozoa terletak pada
spermatozoa.

Pada yang kedua, antibodi terhadap spermatozoa terletak pada mu-
kus serviks ( Test Miller - Kurzrok).

Dengan fenomena ini, maka tes SCMC dapat digunakan untuk mendiagnosa
apakah antibodi antispermatozoa terdapat pada spermatozoa atau pada mukus
servik.

Metoda ini dapat dengan mudah dilakukan di Taboratorium tanpa alat
alat yang sophisticated, dapat pula dikerjakan sccara rutin.

Untuk mengetahui dimana letak sebenarnya antibodi terhadap sperma-
tnzoa tés SCMC dilakénakan dengan sistim Cross-Test. Cross-Test dilaksa-

nakan dengan cara:

Kombinasi 1 : Sperma suami + mukus servik istri
Kombinasi 2 : Sperma suami + mukus servik donor.
Kombinasi 3 : Sperma donor + mukus servik istri
Kombinasi 4 : Sperma donor + mukus servik donor.

Penentuan hasil Tes SCIIC ialah dengan mengadakan scoring :

Persentasi spermatozoa dencan shaking phenomenon Scoring
di dalam kelompok spermatozoa yang aktif bergerak

0-251% -
26 - 50 % *
51 - 75 % ++
76 -100 % R e
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Dengan SCMC-Test dapat dipertunjukkan secara praktis adanya anti-
boli lokal yang secara langsung mempemgaruhi kualitas spermatozoa untuk
mengadakan penetrasi pada mukus servik.

Tes untuk menentukan macam, letak dan titer antibodi terhadap spermatoe-

Z03a.

Terdapat beberapa macam antibodi di dalam serum yang dapat mempe-
ngaruhi spermatozoa. Antibodi itu ialah aglutinin yang menyebabkan sper-
matozoa beraglutinasi, imobilisin, yang menyebabkan spermatozoa tak ber-
gerak, dan sitotoksin, yang menyebabkan spermatczoa mati.

Dengan tes-tes yang telah disebutkan di atas belum dapat ditentu-
kan macam, letak dan titer antibodi dalam serum.

Untuk mengetahui hal ini diperlukan tes lainnya untuk dapat menen-
tukan lebih lanjut kcadaan infertilitas pasangan suami istri.

Tes imunologis tersebut dapat dikelompokkan menjadi beberapa ma-
cam :

1%, Tes aglutinasi

2*, Tes imobilisasi

3%, Tes Sitotoksisitas
&%, Tes imunofluoraesensi.

ietoda pemeriksaan aglutinasi dan imobilisasi, sejak lama telah dipubli-
kasi di berbacai Jurnal. Pacdz tahun 1974 di Denmark telan diadakan Work-
shop oleh WHO yanc mendiskusikan masalah ini. Kemudian diputuskan membu-
at kesamaan terminologi untuk berbagai nama dari tes aglutinasi dan imo-
bilisasi spermatozoa.

Di bawah ini adalah daftar nama lama dan baru untuk kedua macam
tes tersebut.
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Beberapa terminologi dan tehnik pemeriksaan imunolocik sperma
(Rose etal 197€ ; Dubin & Amelar, 1977 ; Jones, 1976).

Hama lama

Mama Baru

Tes Aglutinasi
1.

Kibrick
K-B-K¥
Franklin Dubes
F&Db

F-D

. Micro Agglutination Test

(MAT)

. Capilary test
. Slide

II. Immobilization Test

&
2%

Isojima
Fiallbrant

Gelatin Agglutination Tes(GAT)

Tube Slide Acglutination Tes (TSAT)

Tray Agglutination Test (TAT)

Capilary tube Agglutination Test(CTAT)
Slide Agglutination Test(SAT)

Sperm Immobilisation Test(SIT-1)
Sperm Immobilisation Test(SIT-F)

ITI. Sperm Cytotoxic Antibodies Test(SCA) (Hamerlynk and Rumke ,1968)

IV, Immonofluoresce test (Hansen, 1974),

Berikut ini dijelaskan metoda-metoda tersebut di atas dengan ter-
perinci.

1.1. Test Kibrick - GAT

Untuk mengetes serum, dicunakan sperma dencan sperma counts lebih besar

dari 60 juta.mil,

dengan 50% motilitas baik. Spesimen ini dicampur dencan

latutan bufer Baker (glukosa 30 mq : NnZHPOQ: SEHZO 6.0. g, Sodium Chio-
ride 2.0 mg ; KH2P04 0.1 gm air untuk membuat 1000 h1). Dengan campuran
ini diharapkan jumlah spermatozoa : 40 juta.ml, Suspensi ini kemudian
diencerkan lagi dengan gelatin 10% dengan larutan Baker pula.

LAPORAN PENELITIAN
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Serum yang akan di tes dinaktifkan (5600, selama 30 menit, untuk
menginaktifkan komplemennya.

Serum diencerkan dengan lar. Baker 1 : 4 dan 0.2 ml. ditambahkan
ke 0.2 suspensi spermatozoa dalam gelatin. Dicampur, dikocok, kemudian
dipindahkan tabung khusus dengan diameter 3 mm dengan panjang 3 cm,
Kemudian diinkubasi pada 3706 dan diperiksa pada intercal 1 dan 2 Jam,
pada latar belakang gelap dengan sinar kuat. Bila terdapat penggumpal-
an spermatozoa menunjukkan tes positif. Sera yang positif dengan pe-
ngenceran 1 : 40 terus diencerkan lagi sampai batas yang terkecil.

Dengan tes ini tidak saja diketahui ada atau tidak adanya anti-
bodi terhadap spermatozoa (baik pada Telaki maupun wanita), tetapi
Juga diketahui titer atau aktifitas antibodinya.

1.2. Tes Franklin Dukes = TSAT.

Sperma segar yang digundkan ialah yang mempunyai 50% dengan moti-
litas baik. Spermatozoa diencerkan sampai mengandung 50 juta spermate-
zoa/ml (dengan larutan Baker).

0.05 m1 sperma yang telah diencerkan dicampur dengan serum 0.05
ml yanq giencerkan 1 : 40. Sebelumnya serum diinaktikan dengan pema-
nasan 56 seiama 30 menit. Campuran ini kemudian diinkubasi pada 37 c.
Setelah 1/2, 1,2 dan 3 jam setetes campuran diperiksa di bawah mikros-
Kup. Spermatozoa motil dihitung pada setiap 12 lapangan pandang pembe-
saran kuat. Dicat pula pada setiap lapangan pandang berapa jumlah seng-
gumpalan dan macam penggumpalan apa yang terjadi.

Jumlah seluruh penggumpalan dibagi jumlah seluruh spermatozoa yang mo-
til. Bilamana terdapat lebih dari 20% dari pengagumpalan hasil tes di-
anggap nositif. Bilamana terdapat tes positif, diadakan pengenceran gu-
na melihat besar titer antibodi.

Tes ini harus dilakukan dengan ejakulat yang mengandung spermato-
zoa lebih besar dari 50 juta/ml.
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| Terdapat beberapa modifikasi dari Franklin Dukes tes.

Modifikasi dilakukan oleh (Shuiman & Shulman, 1971 ; Shulman et
al. 1973; Shuylman, 1974.

Dihitung jumlah spermatozoa pada tiap 12 lapangan pandang dengan pembe-
saran kuat, yang mendapat jumlah kira-kira 100 sel ; dihitung jumlah
sel yang bebas bergerak, dan dihitung jumlah sel dalam gumpalan-gumpal-

an. Yang diambil yang penggmpalan head - to - head, walaupun yang ma-
cam lain juga dihitung.

Jumlah penggumpalan dibagi dengan jumlah semua sel. Serum diang-
gap antibodi pesitif, bila: . terdapat angka 10%. Modifikasi ini perlu
. untuk menghindari adanya penggumpalan (aglutinasi palsu).

* Modifikasi lain ialah dari Boettceher et al. 1970 ; Boettcher &

i Key, 1979). Modifikasi ini dinamakan F & D tehcnigue  Sel spermatozoa
j dihitung sampai 100 buah yang motil bebas, dan diperiksa jumlah agluti-

nated clusters. Bilamana jumlahnya 6% atau 1ebih/100 sel serum diang-
gap positif dengan antibodi.

1.3. Micro Agglutination Test (=MAT)= Tray Agglutination Test (TAT)

‘ Prosedur ini diajukan oleh Friberg (1974a) menggunakan microsyringes
| untuk mencampur serum dan spermatozoa pada daerah lempeng pemberiksa
4 Jaringan(tissue typing plate). Prosedure ini menghindarkan transfer
dari tetesan bahan yang dites dari tabung inkubasi ke tempat slide
observasi. Dan juga memungkinkan seseorang untuk memeriksa seluruh

spesimen (campuran): lagi pula hal ini menghindarkan kesalahan yang
mungkin terjadi pada tes F - D.

| Tew« ini kemudian menjadi popul ar, karena amat mudah untuk meli-
‘ hat pola agglutinasi spermatozoa.

Dengan cara ini dapat dilihat terjadi macam aglutinasi : H-H,
T-T, atau TT-TT serta beberapa campuran dari macam tersebut.
| Dengan cara ini 1ak dapat ditentukan antibodi.
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1.4. Capilallary Test = CTAT

Berbeda dencan ke tiga tes terdahulu,dalam tes ini digunakan
justru spermatozoa yang tak motil, iietode ini tak menguntungkan sebab
tak dapat digunakan memeriksa autoantibodi.

1.5, Metode slide Slide Agglutination Test (=SAT)

Metode ini ialah kualitatif, dan dapat dilakukan scbagai pelengkap
pda tes GAT.

Setetes serum dan setetes sperma dicampur, dan ditaruh di gelas

obyek di 1ihat di mikrosikop, setelah 15 - 30 menit.Dapat di lihat macam
penagumpalannya.

II. 1. Tes Isojima = (SIT - 1 ).

Tes Isojima (1968 dan 1972) merupakan tes yanc agak sederhana
yang mengukur antibodi-tergantung-komplemen yang terdapat pada
baik leiaki maupun wanita.

Bahan yang digunakan :sperma segar dengan sperm counts 80 juta/
ml. dengan 50% motilitas progresif.

Sperma kemudian diencerkan sampai mengandung 60 juta spermatozoa/
ml dengan larutan Bufer Baker.

Serum yang akan dites tak perlu diencerkan, diinaktikan nada tem-

o
peratur 36 C selama 30 menit, untuk menghilangkan xemplemen di dalamnya.
Setelah itu di dalamnya diberikan komplemen (dari guinea pig atau

rabbit).
* Sera-ies : Serum manusia inaktif 0,250 ml
Sperma segar (60 juta/mi.) 0.025 ml
Komplemen 0.050 ml
*  Kontrol : Serum manusia inaktif 0.250 ml
Sperma  manusia, segar
(60 juta/ml) 0.025 ml

Campuran tersebut di atas diletakkan pada 10 tabung 10 x 75 mm dikocok,
dan diinkubasi untuk &0 menit pada 37°C. Kemudian motilitas spermatozoa
pada serum tes dibandingkan dengan kontrol untuk serum yang sama, diukur
SIV (Sperm Immcbilitsation Value).
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dilai motilitas (%) spermatozoa nada serum kontrol
SIV =

Hilai motilitas (%) spermatozoa rada resum tes,

SIV dinyatakan positif kalau lebih besar dari 2. Untuk mengetahui titer
antibodi, serum yang dinyatakan positif tersebut diencerkan, misalnya:
1/2, 1/4, 1/8 dst.

Dalam hal ini untuk menghindari kesalahan, scrum positif diguna-
kan sebagai kontrol,

11.2 Tes Fjallbrant = SIT - F

Tes ini dikemukakan Fjalibrant pada tahun 1965. vang pada prinsipnya
sama dengan tes Isojima, tctapi yan¢ diukur adaiah waktu yang diperlu-
kan untuk campuran teos guna menunjukkan berkurananya motilitas sampai
sepersepuluh dori motilitas kontrol.

Bilamana waktu yang diounakan lebih pendek, campuran itu dikata-
kan positif. Tes ini masih perlu diuji lagi dengan mengadakan korelasi
dengan Tain test.

Jlenentukan Sperm Cytoxic Antibodies. (SCA) metoda Hamerlynk & Rumke.

Untuk menentuikan efck sitotksin pada spermatozoa zat . warna di-
tambahkan, yaitu tryptan hlue, untuk mengecat spermatozoa sel mati.
Jumlah sel yang tercat (mati) dihitung. (Hamerlynk % Rumke, 1968).

Seperti halnya imcbilisin, sitotoksin juga tercantung pada kom-

plemen.

Aktifitas sitoksin adalah adanya cfek 1isis pada akrosom sperma-
tozoa dan spermatid, akrosoma membengkak.

Pemeriksaan dilakukan denaan mikroskup fase kontras.

Spermatozoa yang ter-cat score
0-251% 0
26 - 50 7 1
5| - 75 % 2
76 -100 ¢ 3
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Beberapa peneliti memesukkan imobilisasi dan sitotoksin menjadi
s*tu kelompok antibodi,

Pemeriksazn imunoloois dengan metode imunofluoresensi

Amtigen pada spermatozos tidak terdapat pada membran sel saja, tetapi
Juga terdanat di bawal: membran sel (Hansen, 1974). Berbagai metode pome-
riksaan imunologis yang telah diterangkan di atas meliputi ke-antiaoen-an
yang terdapat nada membran sel. Tetapi [dengan pemeriksaan imunofluore-
scnsi, antigen yang tordanat di bawah membran sel danat diperiksa.

Dencan metode imunofluoresensi, dapat diperiksa dimana antibodi
akan bereaksi dengan antigen. Cengan tehnik ini pula danat dicari tempat
antigen di bawah membran s=1. Fiksasi dengan metonol absolut pada sper-
ma yang telah disentrifugasi akan mengubah keadaan membran sel dan menve-
babkan antigen dapat dicapai oleh antibodi. Kalau antibodi tertentu di
“1abelled" dengan zat fluoresensi diikutkan pada reaksi pemeriksaan ini,
metka Tetak antibodi terschut dapat dilacak menempelnya nada spermatozoa.
Cara penentuan letak antigen atau antibodi ini adalah indirek.

Caranya dilakukan dengan membuat sediaan hapusan sperma yang telah disen-
trifugasi, dikeringkan, dan difiksasi dengan metanol absolut dibiarkan
sampai kerina. Setelah itu di daerah tertentu ditutun dencan sampel se-
rum, diinkubasi pada tcmperatur kamar selama 30 - 50 menit, kemudian
dicuci dengan larutan buffor,

Setelah itu sedinan diinkubasi dengan antibodi tortentu yana di-

"Taheiled" fluorencein isothyocyanate (?ITC) conjungatad antisera ter-
hadap imunoglobulin manusia, untuk 30 menit.

Setelah dicuci'aan dikeringkan, sediaan dilihat ¢i bawah mikroskup
fluoresensi

fiedode ini dipakai banyak peneliti, dan akihirnya dapat untuk me-
nentukan adanya anticen di bawah membran plasma yang letaknya berbeda
beda, misalnya : anterior akrosom, leher, bag-tenaah ujuna ckor, Karena
letak antigen yano berboda beda itulah yang menycbabkan terjadinya ber-
bagai macam aglutinasi snermatozoa.
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