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RINGKASAN 

ABSTRAK: Perbandingan metode simpan beku konvensional dengan vitrifikasi 
pada sperma pria normozoospermia terhadap morfologi, motilitas, viabilitas 
dan kondensasi kromatin spermatozoa (dibawah bimbingan Prof. DR. H. 
Soehartojo Hardjopranjoto, Drh., MSc. Dan dr. Aucky Hinting, Ph.D). 

Metode vitrifikasi merupakan altematif kriopreservasi spermatozoa 
yang terus diteliti dan dikembangkan karena tekniknya lebih efisien, murah, 
sederhana dan mudah dilakukan bila dibandingkan dengan metode 
konvensional. Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui tingkat 
keberhasilan metode vitrifikasi, serta mengetahui kualitas spermatozoa 
setelah vitrifikasi, agar dapat digunakan sebagai model pilihan untuk simpan 
beku spermatozoa khususnya bagi kepentingan ART (Assisted Reproductive 
Techniiques). 

Penelitian ini menggunakan krioprotektan Glycerol 15 % + HEPES + 
Human Serum Albumin (Medium freeze, Fertipro, Be/gia). Sampel yang 
digunakan adalah sperma pria normozoospermia. Sebanyak 10 ejakulat 
dilakukan 3 macam perlakuan. Perlakuan pertama dilakukan pemeriksaan 
sebelum kriopreservasi, dan pada dua kelompok lainnya masing-masing 
ditempatkan pada ministraw 0,25 ml kemudian dilakukan simpan beku 
dengan metode konvensional dan vitrifikasi. Setelah dibekukan selama 24 
jam, dilakukan thawing atau pencairan kembali, kemudian dilakukan 
pewarnaan dan diamati dibawah mikroskop. Parameter yang diukur adalah 
morfologi normal, motilitas (a+b), viabilitas dan kondensasi kromatin 
spermatozoa. 

Hasil penelitian menunjukkan bahwa rata-rata persentase Morfologi 
normal spermatozoa pada metode konvensional 18,2 ± 3,33 %, dan pada 
vitrifikasi 18,0 ± 2,98 %. Motilitas spermatozoa pada konvensional 29,3 ± 
12,26 %, dan pada vitrifikasi 28,8 ± 11,31 %. Viabilitas spermatozoa pada 
metode konvensional adalah 36,7 ± 11,04 %, pada vitrifikasi adalah 33,1 ± 
12,55 %. Sedangkan Kondensasi kromatin pada konvensional 72,4 ± 5,32 %, 
dan pada vitrifikasi 75,75 ± 9,11 %. Setelah diuji analisa dengan uji Manova, 
hasil yang diperoleh adalah tidak ada perbedaan bermakna antara metode 
konvensional dan vitrifikasi pada masing-masing variabel. 
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ABSTRACT 

"Comparative study between conventional and vitrification methods on man 
with normozoospermic sperm towards morphology, motility, viability and 
chromatin condensation of spermatozoa". (under guidance of Prof. DR. H. 
Soehartojo Hardjopranjoto, Drh., MSc. and dr. Aucky Hinting Ph.D.). 

Vitrification method is an alternative for cryopreservation of spermatozoa 
which is continuously studied and developed because the technique is more 
efficient, cheaper, simpler and easily carried out, compared to the 
conventional method. The purpose of this study is to observe the results of 
the vitrification as well as to examine the quality of spermatozoa after 
vitrification, so that it can be used as a model for cryopreservation of sperm 
especially for the ART (Assisted Reproductive Techniques). 

The study applies cryoprotectants glycerol 15% + HEPES + Human Serum 
Albumin (Medium Freeze, Fertipro, Belgi). The sample is normozoospermic 
sperm - 10 ejaculates treated in three ways. The first is observed before 
cryopreservation, and the other two groups are put in mini straw 0,25 mi., 
then preserved in frozen condition using conventional and vitrification 
methods. After being frozen for 24 hours, the sperm are thawed, then stained 
and observed under microscope. The parameter is the percentage of normal 
morphology, motility (a+b), viability and chromatin condensation of 
spermatozoa. 

The study shows that the everage percentage of normal morphology in 
conventional method is 18,2 ± 3,33 %, while in vitrification 18,0 ± 2,98 %; 
The motility of spermatozoa in conventional is 29,3 ± 12,26 %, and in 
vitrification 28,8 ± 11,31 %; the viability of sprmatozoa in conventional is 
36,7 ± 11,04 %, and vitrification 33,1 ± 12,55 %; the chromatin condensation 
in convensional is 72,4 ±5,32 %, and in vitrification 75,75 ± 9,11 %. After 
being examined with Manova test, this proves that, at each variable, there is 
no significant difference between conventional ancl vitrification rnethods. 
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BABl 

PENDAHULUAN 

l.l.Latar Belakang Masalah 

Proses simpan beku spenna (kriopreservasi) adalah suatu 

prosedur penyimpanan spenna pad a suhu rendah ( -196°C) dalam 

nitrogen cair dengan dicampur krioprotektan sebelum dilakukan 

penyimpanan. Dalam bidang reproduksi manusia, lingkup penggunaan 

simpan beku spenna antara lain sebagai langkah profilaksis pada 

tindakan medis yang memungkinkan terjadinya penurunan kuantitas 

dan kualitas spenna. Seperti misalnya pada kasus pasangan yang 

mempunyai masalah fertilitas, pengobatan keganasan penyakit yang 

dilakukan dengan penggunaan kemoterapi, atau tindakan pengamanan 

sebelum dilakukan vasektomi karena kemungkinan terjadinya antibodi­

antispenna (ASA) post vasektomi yang dampaknya mengganggu 

kesuburan. Manfaat lain yaitu sebagai sarana pendukung laboratorium 

tehnik bantu reproduksi (Assisted Reproductive Techniques - ART) 

(Kiiesch eta/, 1997; Zavos eta/, 1995; Donnelly eta/, 2001) . 

Menurut Grizard et a/ (1999) dan Hammadeh (1999) spenna 

yang dapat dipergunakan untuk simpan beku adalah spenna nonnal dan 

subnonnal, yang dapat berasal dari ejakulat maupun dari epididimis 

bahkan testis (Polcz eta!, 1996; Devroey eta/, 1995; Allahbadia, 2002), 

dimana sperma yang dipergunakan dapat dalam keadaan segar (fresh 

semen) atau sperma yang telah mengalami pencucian (washed semen) 
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(Marshburn eta" 1992; Kolb & Jeyendran, 1997; Veryehen eta!, 1993; 

Zavos eta!, 1998; Winarso & Hinting, 1999). 

Teknik simpan beku dengan metode kriopreservasi dapat 

dilakukan dengan beberapa cara yaitu slow freezing, rapid fi"eezing atau 

ultra rapid fi"eezing, dimana pada proses pembekuan tersebut dilakukan 

penurunan suhu bertahap secara lambat maupun cepat. 

'-~> Keberhasilan proses simpan beku sehingga mendapatkan hasil yang 

optimal ditentukan oleh banyak faktor antara lain laju penurunan suhu 

pada saat pembekuan, proses pencairan (thawing ) salah satu tahap 

pasca proses simpan beku dan konsentrasi krioprotektan yang 

digunakan. Pada proses pembekuaan (fi"eezing), cairan intraseluler yang 

terdapat pada sel akan membentuk kristal es, dimana hal ini harus 

dihindari dengan cara membuat keadaan dehidrasi pada sel, agar tidak 

mengganggu viabilitas sel selama proses tersebut. Krioprotektan dalam 

proses ini mempunyai peranan untuk menjaga ketahanan hidup sel dari 

kerusakan yang dapat terjadi"akibat kristal es tersebut (Wetzel, 1996). 

Telah banyak penelitian yang dilakukan mengenai simpan beku 

dengan mempergunakan metode kriopreservasi konvensional. Pada 

tahun terakhir yang banyak mendapat perhatian adalah simpan beku 

dengan metode vitrifikasi. Teknik vitrifikasi ini jauh lebih sederhana dan 

lebih efisien, karena waktu yang diperlukan lebih singkat dan tidak 

membutuhkan peralatan yang mahal. Metode vitrifikasi ini telah 

dipergunakan untuk simpan beku embrio, oosit, organ tubuh bahkan 

jaringan dengan hasil yang cukup sukses. Dengan demikian simpan 
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beku dengan vitrifikasi dapat dijadikan suatu altematif dalam 

simpan beku sperma. 

Pada metode vitrifikasi, teknik pelaksanaannya adalah material 

yang akan dibekukan diletakkan pada media hiperosmolaritas dan 

kemudian langsung dibenamkan ke dalam nitrogen cair ( -196°C) 

sehingga larutan yang membeku seolah-olah menjadi seperti kaca dan 

tidak sampai terjadi proses kristalisasi (Supriatna & Pasaribu,l992; 

Wetzel,1996; Quinn,l995). 

Masalah utama pada metode vitrifikasi adalah penurunan suhu 

yang secara tiba-tiba pada suhu -196°C, dimana hal ini dapat 

mengakibatkan kemampuan hidup sel terganggu karena ketidak 

mampuan sel terse but untuk mengeluarkan air ( dehidrasi) dengan 

kecepatan tertentu dan tidak dapat mempertahankan keseimbangan 

kimiawi dengan cairan ekstraselulernya (Quinn, 1995). Penurunan suhu 

akan mengakibatkan terganggunya kemampuan hidup sel yang akan 

mempengaruhi morfologi, motilitas dan integritas DNA-nya disamping 

juga merusak kemampuan fertilisasi sperma (AIIahbadia, 2002). 

Keadaan tersebut diatas dapat dikurangi dengan penggunaan 

krioprotektan. Oleh karena itu, krioprotektan yang digunakan harus 

tepat yaitu dengan konsentrasi tinggi dan mempunyai efek toksik yang 

rendah terhadap sel. Selain itu, pada proses pencairan kembali 

(thawing) yang baik untuk vitrifikasi adalah dengan penghangatan yang 

cepat agar larutan yang terbentuk seperti kaca tersebut berubah 
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tersebut berubah langsung menjadi cair sehingga dapat menghindari 

pembentukan kristal es yang dapat merusak sel. 

Pada penelitian vitrifikasi oosit yang telah dilakukan Trouson et 

a! pada tahun 1999, dengan mempergunakan krioprotektan yang 

memiliki toksisitas rendah misalnya ethyline glycol, sucrose, dan 

serum albumin manusia (Human Serum Albumin - HSA), hasil yang 

didapatkan dengan sejumlah kecil oosit yang telah dicairkan terdapat 

67% dalam keadaan baik dan mampu bertahan hidup , dan 80% oosit 

fertil yang bertahan dan terbentuk 6-10 sel embrio pada hari ketiga. 

Terjadi satu kehamilan pada tiga embrio yang terbentuk yang 

ditransferkan pada ibu pasangan infertil. 

Metode vitrifikasi pada spermatozoa manusia perlu diteliti karena 

spermatozoa adalah salah satu awal dari pembentukan man usia baru. 

Awal yang tidak baik akan menghasilkan produk yang tidak baik pula. 

Berlandaskan uraian tersebut diatas maka simpan beku spermatozoa 

manusia dengan metode vitrifikasi perlu diperbandingkan hasilnya 

dengan metode konvensional dengan melihat kemampuan hidup 

sperma dan ada tidaknya perubahan morfologi, motilitas maupun 

kondensasi kromatinnya untuk kepentingan penggunaan sperma 

khususnya pada teknik bantu reproduksi (Assisted Reproductive 

Techniques). Metode vitrifikasi ini hasilnya diharapkan lebih 

menguntungkan dibandingkan dengan metode konvensional. 
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