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ABSTRAK

Penelitian ini bertujuan menentukan dan membandingkan persentase spermatozoa hidup dari kauda epididimis pada tikus strain Wistar dan
Sprague-Dawley. Dua puluh ekor tikus jantan (Rattus norvegicus) yang terdiri dari 10 ekor strain Wistar dan 10 ekor strain Sprague-Dawley
berumur 5 bulan digunakan dalam penelitian ini. Pada saat berumur 2,5 bulan seluruh tikus diadaptasikan selama 75 hari di dalam kandang dan
diberikan pakan Turbo Feed T.79-4 (PT. Central Protein Prima, Medan) dan minuman secara ad /ibitum. Setelah masa adaptasi selesai, setiap hari
diambil masing-masing dua ekor strain Wistar dan Sprague-Dawley untuk dibedah dan diambil kauda epididimisnya. Selanjutnya dibuat preparat
hapus semen dengan menggunakan pewarnaan eosin untuk menghitung jumlah spermatozoa hidup. Preparat diamati di bawah mikroskop dengan
5 lapangan pandang. Data yang diperoleh dianalisis menggunakan uji T. Hasil penelitian menunjukkan bahwa terdapat perbedaan rata-rata
persentase spermatozoa yang sangat nyata (P<0,01) antara strain tikus Wistar (92,00+2,83%) dan Sprague-Dawley (90,70+4,37%). Disimpulkan
bahwa persentase spermatozoa hidup pada tikus Wistar lebih tinggi daripada tikus Sprague-Dawley.
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ABSTRACT

The aims of this study are to determine and compare the percentage of live sperms of cauda epididymis in two different rat strains; Wistar
and Sprague-Dawley. This study used 20 male laboratory rats (Rattus norvegicus) which are consist of 10 Wistar and 10 Sprague-Dawley rats,
aged 5 months. During adaptation, all rats were given comercial feed (Turbo feed, PT. Central Protein Prima, Medan) and drinking ad libitum.
After adaptation, two rats of each strains were surgeried every day to take their cauda epididymis. Eosin-stained slides were prepared to assess
the live and dead sperm cells and observed under a microscope with 5 field of view. The data was analyzed by using T test. The result shows that
there is a significant difference (P<0.01) in the average percentage of live sperm between the Wistar (92.00+2.83) and Sprague-Dawley

(90.70+4.37) rats. In conclusion, the numbers of live sperm of cauda epididymis in Wistar are higher than those in Sprague-Dawley rats.
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PENDAHULUAN

Tikus laboratorium (Rattus norvegicus) merupakan
salah satu hewan yang banyak dimanfaatkan dalam
berbagai penelitian ilmiah (Wolfensohn dan Lloyd,
2003). Tikus ini umumnya digunakan sebagai hewan
model dalam penelitian-penelitian di bidang psikologi
kedokteran, biologi, dan genetika (Harkness dan
Wagner, 1989). Para ilmuan telah memunculkan
banyak strain tikus khusus untuk eksperimen. Strain
Wistar dan Sprague Dawley merupakan strain yang
paling sering digunakan dalam penelitian (Harkness
dan Wagner, 1989).

Strain tikus memengaruhi karakteristik biologisnya
(Lorentzen dan Klareskong, 1991) dan jenis pakan
yang lebih disukai (Laruachagiotis et al., 1994).
Pemilihan strain tertentu untuk penelitian tertentu dapat
memiliki pengaruh yang signifikan terhadap hasil-hasil
penelitian. Sebagai contoh, penggunaan strain tikus
yang tepat telah meningkatkan penelitian tentang gen-
gen khusus dan fungsi dari produk-produk proteinnya
(Wilkinson et al., 2000).

Penelitian tentang reproduksi pada umumnya
menggunakan tikus-tikus strain Wistar dan Sprague-
Dawley. Kedua strain ini merupakan hasil turunan
hubungan jauh (outbreed) yang memiliki fertilisasi
yang tinggi dan sifat-sifat perkawinan yang konsisten

(Wilkinson et al., 2000). Salah satu faktor yang
dijadikan indikator terhadap mutu dan kualitas semen
adalah tinggi rendahnya persentase hidup spermatozoa
(Bearden dan Fuquay, 1984). Jumlah spermatozoa
hidup pada sampel semen dapat dipengaruhi oleh
beberapa faktor, yaitu umur hewan, jenis pakan yang
dikonsumsi, radikal bebas, suhu, pH, dan viskositas
pengencer serta variasi individu (Garner dan Hafez,
2000). Menurut Hartini (2011) jumlah spermatozoa
yang diproduksi tergantung pada proses yang terjadi
selama spermatogenesis. Spermatozoa dapat hidup
karena sanggup mencerna beberapa zat yang terdapat di
dalam cairan asesoris, cairan di dalam saluran kelamin
betina dan di dalam media pengencer (Hardijanto dan
Hardjopranjoto, 1994).

Permukaan spermatozoa dibungkus oleh suatu
membran lipoprotein (Garner dan Hafez, 2000).
Apabila sel spermatozoa tersebut mati, permeabilitas
membrannya meningkat terutama di daerah kepala
(post nuclear caps) dan hal ini merupakan dasar
pewarnaan spermatozoa yang membedakan spermatozoa
hidup dari yang mati (Salisbury dan VanDemark,
1985). Informasi tentang karakteristik semen terutama
spermatozoa hidup dari kauda epididimis pada tikus
strain Sprague-Dawley dan Wistar di Indonesia masih
terbatas. Oleh karena itu perlu dilakukan penelitian
terhadap persentase spermatozoa hidup epididimis pada
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kedua strain ini yang dapat digunakan sebagai
informasi tambahan mengenai strain tikus yang tepat
untuk penelitian mengenai kualitas spermatozoa.

Penelitian  ini  bertujuan  mengetahui  dan
membandingkan persentase spermatozoa hidup dari
kauda epididimis pada masing-masing strain tikus.
Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan
informasi mengenai jumlah spermatozoa hidup dari
kauda epididimis tikus strain Wistar dan Sprague-
Dawley sehingga diperoleh strain tikus yang tepat
untuk dijadikan hewan model pada penelitian mengenai
kualitas spermatozoa.

MATERI DAN METODE

Penelitian ini menggunakan tikus strain Wistar dan
Spraque-Dawley masing-masing 10 ekor, berumur 5
bulan, dan dalam keadaan sehat. Penelitian berlangsung
dari bulan Februari sampai April 2012 di Laboratorium
Fisiologi Fakultas Kedokteran Hewan Universitas
Syiah Kuala, Banda Aceh.

Pemeliharaan dan Adaptasi Tikus

Seluruh tikus yang digunakan dalam penelitian ini
berasal dari Balai Pengendalian Penyakit dan
Penyehatan Lingkungan (P2PL) Jakarta. Tikus
memiliki sertifikat sehat dan berumur 2,5 bulan.
Seluruh tikus diadaptasikan selama 75 hari di dalam
Unit Pelaksana Teknis (UPT). Hewan Coba Fakultas
Kedokteran Hewan Universitas Syiah Kuala, Banda
Aceh. Selama masa adaptasi seluruh tikus diberikan
pakan komersial standar yaitu pelet (Turbo Feed T.79-4
atau pakan ikan terapung masa pertumbuhan akhir, PT.
Central Protein Prima, Medan) dan minuman secara ad
libitum. Komposisi Turbo Feed terdiri atas protein 16-
18%, lemak 4%, kadar abu 12%, serat 8%, dan kadar
air 12%.

Koleksi Sperma Epididimis Tikus

Setelah masa adaptasi, setiap hari 4 ekor tikus (2
ekor tikus dari masing-masing strain) dietanasi dengan
kloroform secara inhalasi, kemudian tikus dibedah
untuk pengambilan epididimis. Kauda epididimis kiri
dan kanan disayat untuk mengeluarkan spermatozoa.
Kemudian kauda epididimis diletakkan di dalam cawan
petri yang telah berisi NaCl fisiologis 1 ml dan
dipotong kecil-kecil dan dibiarkan 1-2 menit untuk
memberikan kesempatan bagi spermatozoa keluar dari
epididimis dan menyebar.

Evaluasi Spermatozoa Hidup

Evaluasi spermatozoa yang hidup dilakukan
berdasarkan Manual Laboratorium WHO (1999). Satu
tetes eosin 2% diteteskan pada ujung gelas obyek
kemudian ditambahkan 1 tetes semen tikus (10 pl),
dihomogenkan dan selanjutnya dibuat preparat ulas.
Preparat ulas lalu difiksasi di atas nyala api.
Spermatozoa yang hidup dievaluasi di bawah
mikroskop dengan pembesaran 40x dalam 5 lapangan
pandang untuk memperoleh 200 spermatozoa. Jumlah
spermatozoa yang hidup dinyatakan dalam persen.
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Untuk penentuan persentase spermatozoa yang hidup
digunakan rumus:

Persentase spermatozoa (%)

_ Jumlah Spermatozoa Hidup
" Jumlah Spermatozoa Hidup dan Mati (200)

x 100 %

Spermatozoa yang hidup tidak akan terwarnai oleh
zat warna eosin. Spermatozoa yang telah mati akan
berwarna merah-keunguan karena rusaknya membran
plasma sel spermatozoa (Ax et al., 2000). Setelah
penghitungan selesai, dilakukan pengambilan gambar
dari mikroskop dengan menggunakan kamera Canon
(PowerShot A3400 IS, Japan).

Analisis Data

Data persentase spermatozoa yang hidup dan mati
yang diperoleh dalam penelitian ini dianalisis dengan
menggunakan uji T (Steel dan Torrie, 1990).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Kehidupan spermatozoa sangat tergantung kepada
persediaan energi yang terkandung di dalam tubuhnya.
Di lvar alat kelamin jantan, spermatozoa mampu
memakai sumber energi dari luar untuk kelanjutan
hidupnya (Hardjopranjoto, 1995) misalnya fruktosa
yang akan diubah menjadi asam laktat dan energi
dengan bantuan enzim fruktolisin (Partodihardjo,1980).
Dalam penelitian ini digunakan larutan NaCl fisiologis
yang berfungsi untuk mempertahankan daya hidup
(viabilitas) spermatozoa di luar tubuh tikus. Larutan
NaCl fisiologis digolongkan sebagai bahan pengencer
(extender) yang sering digunakan karena larutan ini
dapat memberikan sifat bufer, mempertahankan pH
semen dalam suhu kamar, bersifat isotonis dengan
cairan sel, melindungi spermatozoa terhadap cold
shock, dan penyeimbang elektron yang sesuai (Nilna,
2010).

Kemampuan spermatozoa hidup secara normal
setelah keluar dari testis umumnya hanya berkisar
antara 1-2 menit (Effendy, 1997). Penggunaan larutan
NaCl fisiologis mampu mempertahankan daya hidup
spermatozoa antara 20-25 menit (Rustidja, 2000).
Menurut Isnaini dan Suyadi (2000), jika dilakukan
penyimpanan semen dengan penggunaan larutan NaCl
fisiologis, spermatozoa hanya bisa bertahan dan dapat
digunakan hingga 60 menit karena meskipun NaCl
mengandung elektrolit yang isotonis dengan cairan sel
namun kurang mengandung sumber energi atau nutrisi
untuk mempertahankan spermatozoa agar bisa tetap
hidup. Oleh karena itu, pada penelitian ini penting
diperhatikan lama pembuatan preparat semen untuk
menjaga agar kualitas spermatozoa tetap bisa hidup.
Waktu yang dibutuhkan mulai dari koleksi spermatozoa
epididimis tikus, pembuatan preparat apus hingga
evaluasi spermatozoa hidup lebih kurang 5 menit per
sampel. Dengan kisaran waktu tersebut diperkirakan
tidak memengaruhi jumlah spermatozoa hidup tikus
yang diteliti.
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Persentase Spermatozoa Hidup pada Tikus Wistar

Menurut Oyeyemi et al. (2008) jumlah spermatozoa
yang hidup dan konsentrasi sel-sel spermatozoa yang
dihasilkan oleh testes menentukan fertilitas hewan
jantan. Berdasarkan hasil penelitian diketahui bahwa
rata-rata persentase spermatozoa hidup pada kauda
epididimis tikus albino strain Wistar adalah 92%
seperti yang disajikan pada Tabel 1.

Tabel 1. Nilai rata-rata (+SD) persentase spermatozoa tikus
strain Wistar dan Sprague-Dawley

Parameter Wistar Sprague-Dawley

Spermatozoa hidup (%) 92,00+2,83° 90,70+4,37°

* ®Superskrip yang berbeda pada baris yang sama memperlihatkan
perbedaan yang sangat nyata (P<0,01)

Rata-rata persentase spermatozoa hidup yang
diperoleh dalam penelitian ini lebih besar bila
dibandingkan dengan hasil yang dilaporkan oleh
Oyeyemi et al. (2006) yaitu 88,004+3,39% dan Saba et
al. (2009) sebesar 88,75+2,39 % untuk tikus jantan
Wistar tanpa perlakuan. Namun demikian, persentase
yang diperoleh pada penelitian ini lebih rendah dari
hasil yang diperoleh Raji et al. (2005) yang
memperoleh rata-rata persentase spermatozoa hidup
pada tikus Wistar dewasa nonperlakuan adalah 98%.
Menurut Stephen dan Yinusa (2011) spermatozoa
hidup pada Wistar usia 10-12 minggu bervariasi
73,60+1,40 dan 85,80+1,80%.

Beberapa faktor yang memengaruhi perbedaan hasil
penelitian ini dibandingkan hasil penelitian lainnya.
Perbedaan jenis dan komposisi pakan yang diberikan
serta adanya variasi-variasi individu di antara strain
Wistar diduga kuat sebagai faktor yang menyebabkan
hasil penelitian ini berbeda dengan hasil yang telah
dilaporkan oleh peneliti lain. Protein memiliki peranan
penting di dalam pertumbuhan dan pemeliharaan
jaringan tubuh termasuk jaringan testes, sintesis
hormon, dan sebagai sumber energi sehingga defisiensi
protein  dapat menurunkan fungsi  reproduksi
(Hardjopranoto, 1995).

Persentase Spermatozoa
Sprague-Dawley

Dari hasil penelitian yang disajikan pada Tabel 1
dapat dilihat bahwa tikus strain Sprague-Dawley
memiliki persentase spermatozoa hidup sebesar 90%.
Persentase ini termasuk bagus dan lebih tinggi bila
dibandingkan dengan persentase spermatozoa hidup
pada tikus Sprague-Dawley yang diperoleh oleh Hala
(2011) yaitu 88%. Perbedaan ini diduga karena
pengaruh umur, variasi individu, dan jenis pakan yang
diberikan. Menurut Garner dan Hafez (2000) jumlah
spermatozoa hidup pada sampel semen dapat
dipengaruhi oleh beberapa faktor, yaitu umur hewan,
jenis pakan yang dikonsumsi, radikal bebas, suhu, pH,
dan viskositas pengencer serta variasi individu (Garner
dan Hafez, 2000). Pada penelitian ini digunakan tikus
Sprague-Dawley yang berumur 5 bulan sedangkan

Hidup Tikus pada

tikus yang digunakan oleh Hala (2011) berumur 3-4
bulan.

Perbandingan Persentase Spermatozoa
antara Tikus Wistar dan Sprague-Dawley

Dari hasil penelitian ini menunjukkan bahwa
persentase spermatozoa tikus Wistar berbeda sangat
nyata (P<0,01) dengan tikus Sprague-Dawley.
Lorentzen dan Klareskong (1991) menyatakan bahwa
strain  tikus  turut memengaruhi  karakteristik
biologisnya. Tikus strain Wistar memiliki rata-rata
spermatozoa hidup (92%) yang lebih tinggi
dibandingkan dengan persentase spermatozoa hidup
pada Sprague-Dawley (90,7%). Perbedaan jumlah
spermatozoa hidup antar kedua strain tikus ini
kemungkinan disebabkan karena perbedaan jumlah
asupan pakan pelet yang dikonsumsi oleh setiap
individu. Meskipun seluruh hewan coba diberikan jenis
pakan yang sama, yaitu Turbo Feed yang mengandung
16-18% protein namun tidak diketahui jumlah pakan
yang dikonsumsi per hari oleh setiap individu tikus
sehingga jumlah nutrisi yang digunakan untuk
pertumbuhan dan perkembangan spermatozoa antar
individu ikut bervariasi.

Di dalam penelitian ini diduga tikus-tikus Wistar
mengonsumsi lebih  banyak pakan dibandingkan
Sprague-Dawley sehingga pada umur yang sama (5
bulan) tikus Wistar memiliki berat testes dan
epididimis serta jumlah spermatozoa hidup yang lebih
tinggi daripada Sprague-Dawley. Menurut Dethan ef al.
(2010) pakan adalah salah satu faktor penting untuk
mendapatkan produksi spermatozoa yang berkualitas.
Pakan yang mengandung cukup keseimbangan nutrisi
akan sangat membantu pertumbuhan dan reproduksi
secara normal. Selanjutnya Cheah dan Yang (2011)
menyatakan bahwa apabila tubuh kekurangan asupan
gizi maka dapat mengurangi berat badan serta kualitas
spermatozoa, salah satunya viabilitas spermatozoa.

Selain faktor yang telah disebutkan di atas, faktor
eksternal seperti metode penanganan semen dan
ketelitian penghitungan juga berpengaruh terhadap
jumlah spermatozoa hidup di dalam sampel semen.
Varisli et al. (2009) menyatakan bahwa faktor lain
yang memengaruhi hasil penelitian adalah keterampilan
dan ketelitian peneliti pada saat menghitung jumlah
spermatozoa hidup. Oleh karena itu, untuk menghindari
tingkat kesalahan penghitungan yang tinggi sehingga
mendapatkan hasil yang lebih akurat maka mulai dari
proses koleksi semen hingga penghitungan persentase
spermatozoa hidup dari kauda epididimis pada seluruh
tikus dalam penelitian ini hanya dilakukan oleh satu
orang peneliti.

Jumlah spermatozoa hidup di dalam sampel semen
juga kemungkinan ditentukan oleh banyak atau
sedikitnya radikal bebas yang terbentuk. Radikal bebas
atau senyawa oksigen reaktif (reactive oxygen
species/ROS) adalah atom atau gugus yang orbital
luarnya memiliki elektron yang tidak berpasangan,
bersifat magnetik, reaktif dan oksidan yang dapat
menimbulkan kerusakan atau kematian sel (Wijaya,
1996). Radikal bebas secara berkesinambungan dapat

Hidup
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terbentuk dalam tubuh sebagai bagian dari metabolisme
sel normal. Sumber ROS pada semen adalah komponen
seluler semen, yaitu spermatozoa, leukosit, dan sel-sel
muda (Iwasaki dan Gagnon, 1992). Spermatozoa
abnormal menjadi sumber ROS terutama yang
mengandung sisa-sisa sitoplasma karena kegagalan
proses spermatogenesis (Gavella ef al., 1996). Senyawa
ROS berpotensi toksik terhadap kualitas dan fungsi
spermatozoa (Soehadi, 1996). Pembentukan ROS yang
berlebihan dihubungkan dengan penurunan fertilisasi
(kecepatan, morfologi, motilitas dan daya hidup atau
viabilitas spermatozoa). Radikal bebas juga dapat
menimbulkan gangguan hormonal dan spermatogenesis
(Diska et al., 2011).

Spermatozoa mudah terserang oleh induksi stres
oksidatif karena dalam membran plasmanya banyak
terkandung fosfolipid dan asam lemak tidak jenuh.
Stres oksidatif berperan sebagai mediator kerusakan
pada membran plasma, sehingga mengurangi kualitas
spermatozoa. Senyawa ROS menginduksi lipid
peroksidasi yang merupakan agen penyebab perubahan
morfologi spermatozoa. Stres oksidatif menginduksi
kerusakan DNA yang mempercepat apoptosis/kematian
sel epitel germinal, sehingga menurunkan hitung
jumlah spermatozoa (Sochadi, 1996).

Aktivitas metabolisme sel spermatozoa juga dapat
menyebabkan kematian pada sel spermatozoa itu
sendiri karena metabolisme sel akan menghasilkan
asam laktat dan apabila tidak tersedia energi untuk
merombak kembali asam laktat menjadi energi yang
dibutuhkan untuk aktivitas gerak spermatozoa maka
akan menyebabkan penumpukan asam laktat yang
dapat menurunkan pH semen atau pengencer. Menurut
Toelihere (1993), kadar asam laktat yang cukup tinggi
akan menghambat aktivitas metabolisme sel dan juga
merupakan racun bagi spermatozoa yang dapat

menyebabkan kematian sel spermatozoa.

© O

Gambar 1. Spermatozoa tikus a). Spermatozoa hidup b). Spermatozoa
mati

Morfologi spermatozoa hidup dari tikus disajikan
pada Gambar 1. Spermatozoa yang  hidup tidak
menyerap zat warna eosin sehingga pada bagian kepala
spermatozoa tidak terwarnai sedangkan spermatozoa
yang mati ditandai dengan bagian kepala yang
terwarnai lebih pekat. Saili et al. (2006) menyatakan
bahwa untuk membedakan spermatozoa hidup dan
mati, dapat dilihat pada bagian kepala spermatozoa.
Spermatozoa yang hidup tidak terwarnai, sedangkan
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spermatozoa yang mati pada bagian kepalanya akan
berwarna merah keunguan dengan pewarnaan eosin
negrosin 0,2%. Selanjutnya Salisbury dan VanDemark
(1985) menyatakan bahwa pada sel spermatozoa yang
telah mati, permeabilitas membran selnya meningkat
terutama di daerah kepala (post nuclear caps) dan hal
ini merupakan dasar pewarnaan spermatozoa untuk
membedakan spermatozoa yang hidup dan mati.
Spermatozoa mati akan menyerap zat warna
disebabkan karena rusaknya membran plasma pada
spermatozoa sehingga pompa sodium tidak lagi
berfungsi dengan baik untuk mengatur sirkulasi zat-zat
dari dan ke luar sel sehingga pewarna eosin dapat
masuk ke dalam sel dan tetap tinggal di dalam dan
mewarnai spermatozoa menjadi merah keunguan
terutama pada bagian kepala. Spermatozoa yang hidup
memiliki membran plasma yang masih utuh sehingga
pompa natrium dapat berfungsi dengan baik. Enzim
Na" K" ATPase yang terdapat pada membran plasma
akan memompa kembali ion Na yang berikatan dengan
pewarna eosin ke luar dari sel (Fitriani ef al., 2010).

KESIMPULAN

Tikus strain Wistar memiliki jumlah spermatozoa
yang hidup lebih tinggi dibandingkan strain Sprague-
Dawley
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