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ABSTRAK

Penelitian ini bertujuan untuk mengevaluasi penggunaan brilliant cresyl blue (BCB) dalam seleksi
oosit sapi yang kompeten untuk maturasi dan fertilisasi secara in vitro. Pewarna BCB dapat menilai
aktivitas intraseluler glukosa-6-fosfat dehidrogenase (G6PD), enzim yang disintesis pada oosit yang
sedang tumbuh dan berkurang aktivitasnya pada oosit yang telah tumbuh sempurna. Sekumpulan oosit
dipaparkan pada 26 µM BCB yang dilarutkan dalam medium modified Phosphate Buffer Saline/m PBS
(PBS dengan fetal bovine serum/FBS 10%) selama 90 menit dalam inkubator CO

2
 5% suhu 39ºC dan

diklasifikasikan berdasarkan tingkat penyerapan warna sitoplasmanya: oosit dengan sitoplasma
berwarna biru (BCB+) dan oosit dengan sitoplasma yang tidak berwarna (BCB-). Kelompok oosit kontrol
dimaturasi secara langsung setelah terseleksi secara morfologi, tanpa dilakukan pewarnaan BCB. Masing-
masing oosit pada kelompok perlakuan (BCB+, BCB-, dan kontrol) kemudian dilakukan maturasi dan
fertilisasi secara in vitro. Oosit dikatakan matang jika dapat mencapai tahap metafase II setelah dikultur
selama 24 jam. Oosit dengan dua atau lebih pronukleus setelah 14 jam inkubasi diklasifikasikan telah
terfertilisasi. Persentase maturasi inti (MII) pada kelompok oosit BCB+ lebih tinggi  (P< 0,05) dibandingkan
oosit BCB- (78,7%±0,41 vs 33,3%±0,13), namun tidak terdapat perbedaan signifikan (P> 0,05) antara
kelompok oosit BCB+ dan kontrol (78,7%±0,41 vs 77,1%±0,32). Tingkat fertilisasi kelompok oosit BCB+
lebih tinggi (P< 0,05) dari kelompok oosit BCB- dan kontrol (30,5%±0,04 vs 13,6%±0,03, 23,6%±0,05).
Dapat disimpulkan bahwa seleksi oosit sapi dengan BCB sebelum maturasi dapat digunakan secara
efektif dalam memilih oosit sapi yang lebih kompeten untuk berkembang.

Kata-kata kunci: oosit, brilliant cresyl blue, kompetensi, maturasi, fertilisasi

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the use of brilliantcresyl blue (BCB) in selecting potential

bovine oocytes for maturation and fertilization in vitro. Brilliant cresyl blue (BCB) is a dye that can assess

intracellular activity of glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PD), a synthesized enzyme in matured

oocytes. Oocytes were exposed to 26 µM BCB diluted in modified Phosphate Buffer Saline (mPBS, PBS +

10% Fetal Bovine Serum) for 90 minutes is 5% CO
2
 incubator at 390C. The oocytes were classified according

to their cytoplasm coloration: oocytes with blue cytoplasm (BCB+) and unstained oocytes (BCB-). Oocytes

of the control group were incubated shortly after morphological selection without being exposed to BCB.

Afterwards, all groups of oocytes (BCB+, BCB-, and control) were matured and fertilized in vitro. Matured

oocytes were those oocytes that reach metaphase II after 24 hours culturing; whereas oocytes showing two

or more pronuclei at 14 hours post incubation were classified as fertilized oocytes. The nuclear maturation

rate was significantly (P<0.05) higher in BCB+ group (78.7% ± 0.41) than the BCB- group (33.3% ± 0.13).

However, there was no significance difference (P>0.05) between the BCB+ and the control group (77.1% ±

0.32). The fertilization rate was significantly higher (P<0.05) in the BCB+ group (30.5% ± 0.04) compared

to the BCB- (13.6%±0.03) and control group (23.6% ± 0.05). In conclusion, BCB staining of bovine oocytes

prior in vitro maturation could be used in selecting potential developing oocytes.
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PENDAHULUAN

Tingkat keberhasilan produksi embrio sapi

in vitro masih sangat rendah karena sebagian

besar oosit gagal untuk berkembang sampai ke

tahap blastosis. Hal ini terutama dikaitkan

dengan kualitas oosit sapi yang digunakan saat

maturasi. Oosit yang digunakan untuk proses

produksi embrio in vitro umumnya diperoleh dari

ovarium yang berasal dari rumah pemotongan

hewan (RPH). Seleksi oositnya di laboratorium

secara in vitro, dilakukan secara rutin

berdasarkan kriteria morfologi, yaitu jumlah

dan kekompakan sel kumulus, serta homo-

genitas sitoplasmanya. Akan tetapi karena

adanya aktivitas intraovarian pada masa

hidupnya, oosit yang terseleksi masih heterogen

dalam kualitas dan kemampuan perkembangan-

nya. Aktivitas intraovarian dengan beberapa

gelombang folikel yang terjadi memungkinkan

oosit berada pada tahapan perkembangan yang

berbeda, seperti terdapatnya oosit yang sedang

tumbuh, menuju ke arah atresia, dan atau

sudah tumbuh sempurna (Ginther et al., 1999).

Oleh karena itu seleksi secara morfologi

dipandang belum cukup memadai dan kurang

efisien, karena ada kemungkinan oosit yang

secara morfologi terseleksi dalam kriteria baik
tetapi ternyata sudah berada dalam tahap

mengalami degenerasi dan atau berada dalam

tahap sedang tumbuh (Alm et al., 2005; Ferreira

et al., 2009).

Dekade ini dikembangkan sebuah metode

non invasif dengan pewarnaan brilliant cresyl

blue (BCB) untuk memilih oosit berdasarkan

aktivitas enzim glukosa-6-fosfat dehidrogenase

(G6PD) di dalam sitoplasma oosit. Enzim ini

berperan sangat penting selama proses

metabolisme karbohidrat dalam menghasilkan

ribose-5-fosfat dan nikotinamida adenin

dinukleotida fosfat / NADPH (Marks et al.,

1996). Ribosa-5-fosfat yang dihasilkan berfungsi

dalam sintesis nukleotida dan asam nukleat,

sedangkan NADPH yang dihasilkan dapat

digunakan sebagai agen pereduksi untuk

biosintesis asam lemak dan steroid, serta

melindungi sel melalui sistem pertahanan

glutation terhadap kerusakan yang dapat

ditimbulkan oleh reactive oxygen species (ROS)

(Jortzik et al., 2011).

Oosit yang dipaparkan dalam pewarna

BCB, menunjukkan perubahan warna pada

sitoplasmanya sejalan dengan aktivitas enzim

G6PD di dalam sitoplasma oosit (Ericsson et al.,

1993). Semakin rendah aktivitas G6PD dalam

sitoplasma oosit maka semakin rendah

kemampuan oosit untuk memetabolisir pewarna

BCB, menyebabkan sitoplasma oosit berubah

warna menjadi biru. Aktivitas G6DP ditemukan

tinggi dalam sitoplasma oosit yang sedang

tumbuh (growing oocytes) dan aktivitasnya akan

semakin menurun seiring dengan pertumbuhan

oosit terutama pada oosit yang sudah tumbuh

sempurna (fully grown oocytes) (Alm et al.,

2005; Manjunatha et al., 2007). Aktivitas G6PD

yang cenderung menurun pada oosit yang telah

menyelesaikan fase pertumbuhannya mengin-

dikasikan bahwa sintesis RNA dan aktivitas

metabolisme pada oosit tersebut telah

mencukupi untuk perkembangan awal oosit dan

embrio.

Metode non invasif dengan BCB telah

digunakan untuk mengidentifikasi oosit yang

kompeten pada banyak spesies hewan, seperti

pada babi (Ericsson et al., 1993), kambing

prepubertas (Rodriguez-Gonzalez et al., 2002),

sapi dara (Pujol et al., 2004), kerbau

(Manjunatha et al., 2007), dan kuda (Pereira et

al., 2010). Lebih lanjut dinyatakan oleh

Rodriguez-Gonzalez et al., (2002) dan Tiffin et

al., (1991) bahwa pewarnaan BCB dalam

konsentrasi tertentu tidak berpengaruh

terhadap viabilitas oosit dan tidak menimbulkan
efek lethal pada embrio. Dari hasil penelitian

tersebut diindikasikan bahwa oosit yang sudah

tumbuh sempurna dalam ovarium sebelum

dikoleksi mempunyai kompetensi perkembang-

an yang lebih tinggi daripada oosit yang sedang

tumbuh apabila digunakan untuk produksi

embrio in vitro. Oleh karena seleksi oosit secara

morfologi kualitasnya masih sangat heterogen,

perlu dilakukan seleksi non invasif untuk lebih

memaksimalkan keberhasilan produksi embrio

in vitro. Penelitian ini bertujuan untuk

mengkaji penggunaan pewarna BCB sebagai

indikator aktivitas G6PD di dalam sitoplasma

oosit sebagai upaya untuk memilih oosit sapi

yang kompeten untuk berkembang secara in

vitro.

METODE PENELITIAN

Koleksi dan Klasifikasi Oosit

Oosit diperoleh dari ovarium sapi yang

dipotong di RPH Cibinong, Kabupaten Bogor dan

dibawa ke Laboratorium Fertilisasi in vitro,

Fakultas Kedokteran Hewan, Institut Pertanian

Bogor, dalam larutan NaCl fisiologis (0,9 w/v)

suhu 27-28°C. Di laboratorium, koleksi oosit

Zultinur Muttaqin, et al  Jurnal Veteriner



244

Fertilisasi Oosit in vitro (IVF)

Fertilisasi oosit dilakukan menggunakan

semen beku sapi yang berasal dari Balai Besar

Inseminasi Buatan (BBIB) Lembang, Bandung.

Proses thawing dilakukan dengan menempat-

kan straw ke dalam air bersuhu 37°C selama

30 detik. Selanjutnya semen dimasukkan ke

dalam tabung sentrifus steril 15 mL (Corning

Centristar®) yang berisi 4 mL medium

fertilisasi (Suzuki et al., 2000) dan disentrifugasi

pada kecepatan 700 g suhu 28°C selama delapan

menit. Setelah sentrifugasi, supernatan dibuang

dan sisa spermatozoa sebagai endapannya

dilakukan pengenceran menggunakan medium

fertilisasi hingga mencapai konsentrasi akhir

2x106 spermatozoa/mL.

Spermatozoa yang telah disiapkan dibuat

dalam bentuk drop pada petri dish (Nunclon,

Denmark) masing-masing sebanyak 100 µL

untuk 10-20 oosit dan ditutup dengan mineral

oil. Masing-masing kelompok oosit (BCB+, BCB-

, dan kontrol) yang telah dimaturasi dicuci

sebanyak dua kali dalam medium fertilisasi dan

kemudian dipindahkan ke dalam drop

spermatozoa untuk proses fertilisasi. Inkubasi

oosit dengan spermatozoa dilakukan selama 14

jam dalam inkubator 5% CO
2
 suhu 39°C.

Evaluasi Keberhasilan dan Analisis

Statistika

Evaluasi keberhasilan maturasi inti oosit

dilakukan dengan mengamati persentase oosit

yang mampu mencapai tahap metafase II,

sedangkan tingkat fertilisasi dievaluasi

berdasarkan pada terbentuknya dua atau lebih

pronukleus. Kedua parameter tersebut

dianalisis di bawah mikroskop (Olympus IX 70,

Japan) menggunakan lensa dengan fitur bright

field setelah dilakukan pewarnaan dengan aceto

orcein 2% (Setiadi dan Supriatna, 2010).

Perbandingan status inti oosit dan oosit yang

terfertilisasi pada masing masing kelompok

perlakuan (BCB+, BCB-, dan kontrol) diuji

secara statistika menggunakan analisis sidik

ragam atau Analysis of Variance pada taraf

nyata 95%. Apabila terdapat perbedaan yang

nyata di antara perlakuan, maka dilanjutkan

dengan uji Fisher Protected Least Significant

Difference (FPLSD). Data diolah menggunakan

program Statview.

dilakukan dengan teknik aspirasi menggunakan

syringe dan jarum ukuran 18G. Hasil aspirasi

kemudian dituang pada cawan petri steril, yang

mengandung larutan mPBS (PBS plus 10% fetal

bovine serum) (Sigma, USA). Seleksi oosit

dilakukan di bawah mikroskop stereo

berdasarkan homogenitas sitoplasma dan

kekompakan sel-sel kumulus. Oosit hasil seleksi

kemudian dibagi menjadi dua kelompok:

kelompok kontrol dan kelompok pewarnaan

BCB. Oosit kelompok kontrol dilakukan

maturasi secara langsung, tanpa mengalami

pewarnaan BCB sebelumnya.

Pewarnaan Brilliant Cresyl Blue

Oosit kelompok pewarnaan BCB diinkubasi

dalam pewarna BCB 26 µM (B-5388, Sigma)

selama 90 menit pada inkubator 5% CO
2
 dan

suhu 39°C yang diadopsi dari metode yang

dilakukan oleh Alm et al., (2005) dan Bhojwani

et al., (2007). Setelah inkubasi, oosit dicuci

sebanyak tiga kali dalam larutan mPBS dan

diklasifikasikan di bawah mikroskop stereo ke

dalam dua kelompok berdasarkan tingkat

penyerapan warna oleh sitoplasma. Oosit dengan

sitoplasma berwarna biru dikategorikan sebagai

kelompok oosit BCB+ yang mengindikasikan

oosit telah tumbuh sempurna dan oosit dengan
sitoplasma yang tidak berwarna dikategorikan

sebagai kelompok oosit BCB- yang

mengindikasikan oosit masih dalam tahap

pertumbuhan. Kedua kelompok tersebut

dipisahkan untuk kemudian dimatangkan pada

masing-masing media maturasi.

Maturasi Oosit in vitro (IVM)

Masing-masing oosit dari kelompok kontrol,

BCB+, dan BCB- dimatangkan secara terpisah

pada media maturasi dalam bentuk drop 100

µL yang berisi 10-20 oosit dan ditutup dengan

mineral oil (Sigma, USA). Medium maturasi

terdiri dari: Tissue Culture Medium-199/TCM-

199 (Gibco, USA) yang disuplementasi dengan

10 IU/mL Pregnant Mare Serum Gonado-

thropine/PMSG (Kyoritsu Seiyaku, Japan), 10

IU/mL Human Chorionic Gonadotropin/hCG

(Kyoritsu Seiyaku, Japan), 50 µg/mL gentamycin

(Sigma, USA), dan 10% fetal bovine serum/FBS

(Sigma, USA). Maturasi oosit dilakukan pada

inkubator 5% CO
2
 suhu 39°C selama 24 jam.
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HASIL DAN PEMBAHASAN

Tingkat Maturasi Inti Oosit

Tingkat pematangan inti oosit merupakan

salah satu parameter dan indikator kuat yang

sering digunakan untuk mengetahui kompetensi

perkembangan oosit selanjutnya. Berlanjutnya

meiosis I dimulai dengan terjadinya germinal

vesicle breakdown (GVBD), kemudian berlanjut

dan mencapai puncaknya pada tahap metafase

II (MII) (Gambar 1). Tingkat maturasi inti oosit

pada kelompok pewarnaan BCB dan kontrol

disajikan pada Tabel 1. Hasil penelitian

menunjukkan sebagian besar (di atas 90%) oosit

dari seluruh kelompok perlakuan memiliki

kemampuan awal untuk terjadinya GVBD yang

menunjukkan bahwa oosit mampu mengalami

tahap awal meiosis. Namun demikian, sebagian

besar kelompok oosit BCB- tidak mampu

melanjutkan sampai ke tahap MII dan lebih

banyak (P<0,05) tertahan di metafase I (MI)

(41,7±0,30%). Data ini mengindikasikan bahwa

kelompok oosit BCB- belum memiliki kompetensi

penuh untuk berkembang lebih lanjut. Hal ini

disebabkan oosit BCB- masih termasuk ke

dalam kategori oosit yang sedang tumbuh yang

belum menyelesaikan fase pertumbuhannya di

dalam folikel (Ericsson et al., 1993;

Fakruzzaman et al., 2013), mengalami

defisiensi sitoplasmik (Salamone et al., 2001)

yang ditandai dengan aktivitas G6PD yang

tinggi. Penyebab lainnya, kemungkinan oosit

tersebut berada pada tahap awal terjadinya

degenerasi (Opiela et al., 2008), karena oosit

yang secara morfologi terseleksi baik, tetapi

setelah dipaparkan BCB dan masuk ke dalam

kategori oosit BCB-, teramati sebanyak

6,3±0,10% mengalami degenerasi. Hal ini diduga

karena oosit dengan perubahan apoptotik yang

mungkin telah terjadi, menjadi lebih sensitif

terhadap pewarnaan BCB (Katska-Ksiazkiewic

et al., 2007). Lebih lanjut Opiela et al., (2008),

menunjukkan bahwa oosit yang terpapar BCB

memiliki kecenderungan untuk mengalami

Gambar 1. Status inti oosit metafase II (MII) setelah maturasi in vitro (A); Pembentukan 2

pronukleus (PN) pada oosit sapi setelah fertilisasi in vitro (B) (tanda panah); perbesaran

200x.

Tabel 1. Tingkat maturasi inti oosit sapi setelah pewarnaan Brilliant Cresyl Blue

Status Inti Oosit n (% ± SD)

Perlakuan Jumlah

Oosit GV GVBD (D) MI A/T I MII Degenerasi

Kontrol 48 0 (0,0± 0.00) 2 (4,2±0,08) 9 (18,8± 0,10)a 0 (0,0±0,00) 37 (77,1±0,32)a 0 (0,0±0,00)

BCB+ 61 0 (0,0± 0,00) 1 (1,6±0,04) 11 (18,0±0,17)a 1 (1,6±0,04) 48 (78,7±0,41)a 0 (0,0±0,00)

BCB- 48 2 (4,2± 0,12) 7 (14,6±0,17) 20 (41,7±0,30)b 0 (0,0±0,00) 16 (33,3±0,13)b 3 (6,3±0,10)

Keterangan : a,b, superscript yang berbeda pada kolom yang sama menunjukkan perbedaan nyata (P<0,05).

GV: Germinal vesicle; GVBD: Germinal vesicle breakdown / D: Diakinesis; MI: Metafase I; A/

T I: Anafase-Telofase I; MII: Metafase II.
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apoptosis, meskipun secara statistika dari hasil

analisis protein tidak meneguhkan kejadian

apoptosis tersebut. Proses apoptosis, dengan

atresia folikel yang selalu terjadi dimulai dari

tahap rekruitmen, seleksi, dengan hanya

didapatkannya satu folikel dominan pada sapi

(Senger, 2003).

Hasil penelitian lebih lanjut menunjukkan

adanya perbedaan signifikan (P<0,05) dalam

persentase oosit yang mencapai maturasi inti

(MII) antara kelompok oosit BCB+ dan kelompok

oosit BCB- (78,7±0,41% vs 33,3±0,13%). Data ini

sejalan dengan hasil penelitian yang dilakukan

pada babi (Roca et al., 1998), kambing

(Rodriguez-Gonzalez et al., 2002), sapi (Alm et

al., 2005), kerbau (Manjunantha et al., 2007),

dan domba (Setiadi dan Supriatna, 2010), bahwa

prosedur seleksi oosit menggunakan pewarna

BCB sebelum maturasi dapat digunakan secara

efektif untuk memilih serta membedakan oosit

yang lebih kompeten untuk berkembang. Para

peneliti menunjukkan bahwa perbedaan

kompetensi perkembangan ini terkait dengan

diameter oosit (Rodriguez-Gonzalez et al., 2002;

Pujol et al., 2004; Karami-Shabankareh et al.,

2012), ekspresi gen adiponectin dan reseptornya

(adipoR1 dan adipoR2) (Tabandeh et al., 2012),

akumulasi lipid (Sierard et al., 2006; Castaneda

et al., 2013), dan sintesis RNA serta akumulasi

komponen sitoplasma yang cukup untuk

perkembangan awal oosit dan embrio (Torner

et al., 2008) pada kelompok oosit BCB+ lebih

baik dibandingkan oosit kelompok BCB-.

Tingkat Fertilisasi Oosit

Oosit yang terfertilisasi dicirikan dengan

terbentuknya dua atau lebih pronukleus

(Gambar 1). Tingkat fertilisasi oosit pada

kelompok pewarnaan BCB dan kontrol disajikan

pada Tabel 2.  Hasil penelitian menunjukkan

tingkat fertilisasi kelompok oosit BCB+ lebih

tinggi (P<0,05) dibandingkan kelompok oosit

BCB- (30,5±0,04% vs 13,6±0,03%). Data ini

sejalan dengan hasil penelitian yang dilakukan

pada kambing prapubertas (Rodriguez-Gonzalez

et al., 2003) dan kerbau (Manjunatha et al.,

2007). Rendahnya tingkat fertilisasi yang

dihasilkan pada kelompok oosit BCB- sebagai

salah satu sebab dari belum sempurnanya atau

abnormalnya maturasi sitoplasmik disertai

dengan rendahnya angka maturasi inti. Kishida

et al., (2004) menyatakan bahwa keberhasilan

proses fertilisasi harus diikuti dengan

tercapainya maturasi inti dan sitoplasmik pada

saat maturasi. Oosit BCB+ cenderung lebih

dapat menyelesaikan maturasi inti dan

sitoplasmik dibandingkan oosit BCB- (Isizhaki

et al., 2009). Adanya keterlambatan dalam onset

ekspresi protein pada oosit BCB- berkaitan

dengan keterlambatan pada replikasi

mitokondrial DNA (Spikings et al., 2007), serta

akumulasi sitoplasmik lipid yang lebih rendah

pada oosit BCB- (Castaneda et al., 2013)

menjadikan oosit BCB- memiliki kemampuan

untuk terfertilisasi yang lebih rendah

dibandingkan oosit BCB+.

Hasil penelitian lebih lanjut menunjukkan

tingkat fertilisasi kelompok oosit BCB+ lebih

tinggi secara signifikan (P<0,05) dibandingkan

kelompok oosit kontrol (30,5±0,04% vs

23,6±0,05%). Hal ini mengindikasikan seleksi

oosit dengan BCB lebih menjamin kompetensi

perkembangan oosit yang lebih baik

dibandingkan hanya dengan seleksi secara

morfologi. Kematangan sitoplasmik pada oosit

BCB+ sangat diperlukan dan erat kaitannya

pada aktivitas oosit dalam proses fertilisasi serta

perkembangan embrionik selanjutnya, seperti

Tabel 2. Tingkat fertilisasi oosit sapi setelah pewarnaan Brilliant Cresyl Blue.

Perlakuan Jumlah Oosit Tingkat Fertilisasi         Pembentukan Pronukleus n (% ± SD)

n (% ± SD)

Normal Polispermia

Kontrol 55 13 (23,6±0,05)a 12 (21,8±0,04)a 1 (1,8±0,04)

BCB+ 59 18 (30,5±0,04)b 18 (30,5±0,04)b 0 (0,0±0,00)

BCB- 66   9 (13,6±0,03)c   9 (13,6±0,03)c 0 (0,0±0,00)

Keterangan : a,b, superscript yang berbeda pada kolom yang sama menunjukkan perbedaan nyata (P<0,05).

Normal: membentuk dua Pronukleus (PN); Polispermia: membentuk >2 PN; Tingkat

fertilisasi: jumlah oosit yang dapat membentuk dua atau lebih PN dari keseluruhan jumlah

oosit yang difertilisasi.
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yang dilaporkan oleh Alm et al., (2005), bahwa
dengan tingkat kematangan inti yang sama
antara oosit BCB+ dan kontrol, tetapi pada
perkembangan selanjutnya didapatkan
persentase angka blastosis yang lebih baik
secara signifikan pada oosit BCB+ dibandingkan
dengan oosit kontrol.

SIMPULAN

Dari hasil penelitian yang dapat
disimpulkan bahwa seleksi kompetensi oosit
menggunakan pewarna BCB sebelum naturasi
efektif untuk dapat memilih oosit dengan
kemampuan maturasi dan fertilisasi yang lebih
baik.

SARAN

Diperlukan studi lebih lanjut dalam
pembuktian kompetensi perkembangan oosit
sampai ke tahapan embrio dari oosit yang
diseleksi menggunakan pewarna BCB.
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