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ABSTRACT

Motility is a very important parameter to determine the quality of semen. Spermatozoa motility assessment can be done
manually (subjectively) or with CASA. The superiority of motility assessment using CASA compared to manually is more
objective, accurate, fast, efficient and able to provide detailed motility of spermatozoa. However, in implementation, assessments
with CASA produce varied data. So far, there has not been a spermatozoa motility standard with CASA, except by minimizing
variations in the factors that influence the results of analysis with CASA. The purpose of this paper is to describe factors that
affecting spermatozoa motility analysis using CASA to reach optimal motility analysis. Some influencing factors include: CASA
settings, semen diluent, spermatozoa concentration, chamber, analyst, sample preparation and analysis time. Recommendation
standard motility assessments using CASA include: experienced and consistent analysts, sample preparation properly (mixing,
pipeting and sampling), spermatozoa concentration of 20 million/ml, consistent in chamber type (conditioned 37°C), semen
diluents and CASA settings (frame rate of 60 Hz and frame per field 30) and fast implementation of analysis (<2 minutes).
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ABSTRAK

Motilitas merupakan parameter yang sangat penting untuk menentukan kualitas semen. Penilaian motilitas spermatozoa
dapat dilakukan dengan manual (subyektif) atau dengan CASA. Keunggulan penilaian motilitas menggunakan CASA
dibandingkan secara manual adalah lebih obyektif, akurat, cepat, efisien dan mampu memberikan gambaran motilitas
spermatozoa secara detail. Namun dalam pelaksanaannya, penilaian dengan CASA menghasilkan data yang bervariasi. Sejauh
ini, belum terdapat standar penilaian motilitas spermatozoa dengan CASA, kecuali dengan meminimalkan variasi pada faktor-
faktor yang mempengaruhi hasil analisis dengan CASA. Tujuan penulisan ini adalah menguraikan faktor-faktor yang
mempengaruhi analisis motilitas spermatozoa dan rekomendasi analisis motilitas spermatozoa dengan menggunakan CASA
untuk menghasilkan penilaian motilitas yang optimal. Beberapa faktor yang mempengaruhi hasil analisis motilitas spermatozoa
dengan CASA diantaranya: Pengaturan CASA, semen, pengencer semen, konsentrasi spermatozoa, chamber, analis, preparasi
sampel dan waktu pelaksanaan analisis. Rekomendasi standar penilaian motilitas dengan menggunakan CASA adalah: Analis
yang berpengalaman dan konsisten, preparasi sampel (mixing, pipeting dan sampling) yang tepat, konsentrasi spermatozoa 20
juta/ml, tipe chamber konsisten (dikondisikan 37°C), pengencer yang konsisten dan setingan CASA yang konsisten (frame rate
60 Hz dan frame per field 30) dan pelaksanaan analisis yang cepat (<2 menit).

Kata kunci: Spermatozoa, motilitas, CASA, optimal

PENDAHULUAN terhadap lingkungan, pakan terbatas, cekaman panas
dan penyakit ternak yang baik, fertilitas tinggi dan

Indonesia sangat kaya dengan sumber daya persentasi karkas yang tinggi (pada sapi Bali).

genetic dan salah satu diantaranya adalah sapi potong.
Penetapan rumpun sapi potong lokal telah ditetapkan
dalam Kepmentan No 325/Kpts/OT.140/1/2010 untuk
sapi Bali, Kepmentan No 3735/Kpts/HK.040/11/2010
untuk  sapi  Madura dan  Kepmentan  No
2841/Kpts/LB.430/8/ 2012 untuk sapi PO. Sapi potong
lokal Indonesia mempunyai banyak keunggulan,
diantaranya: kemampuan kerja baik, daya adaptasi

Produktivitas ternak secara garis besar ditentukan
oleh faktor sapi jantan dan sapi betina. Produktivitas
sapi pejantan menentukan produktivitas sapi betina.
Sapi pejantan fertil dibutuhkan untuk dapat
membuntingi  sapi  betina  sehingga  dihasilkan
keturunan. Standar fertilitas sapi pejantan dengan BSE
(Breeding Soundness Evaluation) diantaranya kualitas
semen dan lingkar skrotum (Bruner et al. 1995; Parker
et al. 1999). Jumlah produksi dan kualitas semen yang
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dihasilkan pada sapi potong dipengaruhi oleh banyak
faktor, diantaranya: genetik, bangsa ternak, umur dan
berat badan pejantan, pakan, suhu, musim, frekuensi
dan ejakulasi (Sarastina et al. 2006). Bangsa ternak
juga menentukan sifat semen yang dihasilkan,
diantaranya: motilitas spermatozoa, spermatozoa
normal dan jumlah abnormalitas primer spermatozoa
(Chenoweth et al. 1996).

Motilitas spermatozoa merupakan salah satu
parameter penting dalam penilaian kualitas semen.
Motilitas spermatozoa memegang peranan penting
dalam pencapaian spermatozoa ke oosit dan menembus
zona pellucida. Nilai motilitas menunjukkan status
daya hidup dan metabolisme spermatozoa serta status
dari membran sel spermatozoa. Spermatozoa motil
apabila mempunyai membran sel yang utuh, sedangkan
spermatozoa tidak motil mempunyai membran sel yang
tidak utuh atau rusak (Sarastina et al. 2006). Terdapat 2
faktor utama yang menentukan kemampuan fertilisasi
spermatozoa (Ducha et al. 2014). Keutuhan membran
mempunyai peran utama dalam membentuk ikatan
dengan zona pellucida, sedangkan peran motilitas
spermatozoa dalam upaya menembus cumulus dan
zona pellucida.

Penilaian motilitas spermatozoa dapat dilakukan
secara subyektif (biased) dan bersifat sangat peka
terhadap perubahan lingkungan. Penilaian motilitas
secara subyektif atau manual biasanya dilakukan oleh
lebih dari 1 analis yang sudah berpengalaman dalam
melakukan analisis motilitas spermatozoa. Parameter
motilitas spermatozoa meliputi beberapa kriteria,
diantaranya: persentasi spermatozoa motil progresif,
dan jumlah total spermatozoa motil. Terdapat prosedur
penilaian motilitas spermatozoa yang lebih obyektif
(unbiased) diantaranya dengan spektrofotometri, time-
lapse-photomicrography,  videomicrography  dan
computerized analysis (CASA). Prinsip kerja CASA
adalah menangkap gerakan obyek (spermatozoa) pada
lintasannya. Keunggulan penilaian motilitas
menggunaan CASA dibandingkan secara manual
adalah lebih obyektif, akurat, cepat, efisien dan mampu
memberikan gambaran motilitas spermatozoa secara
detail. Namun dalam pelaksanaannya, penilaian dengan
CASA menghasilkan data yang bervariasi. Banyak
faktor yang mempengaruhi diantaranya: setingan
CASA, semen, pengencer semen, konsentrasi
spermatozoa, chamber, analis, preparasi sampel dan
waktu pelaksanaan analisis. Sejauh ini, belum terdapat
standar motilitas spermatozoa dengan CASA, kecuali
dengan meminimalkan variasi pada faktor-faktor yang
mempengaruhi hasil analisis dengan CASA.

Tujuan penulisan ini adalah menguraikan faktor-
faktor faktor-faktor yang mempengaruhi analisis
motilitas  spermatozoa dan rekomendasi analisis
motilitas spermatozoa dengan menggunakan CASA
untuk menghasilkan penilaian motilitas yang optimal.
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PARAMETER MOTILITAS SPERMATOZOA
DENGAN CASA

Salah satu parameter penilaian fertilitas pada sapi
pejantan (breeding soundness evaluation) adalah
kualitas semen sapi pejantan dan lingkar skrotum.
Kualitas semen pada sapi pejantan diantaranya: volume
5-8 ml, motilitas 40-75%, konsentrasi 800-2000
juta/ml, spermatozoa normal mencapai 65-95% dan
rentang pH 6,4-7,8 (Garner & Hafez 2008). Syarat
seekor pejantan dapat digunakan sebagai sumber semen
adalah konsentrasi spermatozoa minimal 500 juta/ml,
motilitas progresif 50%, persentasi morfologi normal
spermatozoa minimal 80% dan abnormalitas
spermatozoa dibawah 20%. Balai Besar Inseminasi
Buatan (BBIB) menggunakan standar motilitas
progresif 70% untuk semen segar yang layak diproses
menjadi semen cair maupun semen segar, dengan
standar nilai motilitas setelah thawing mencapai 40%.

Dalam breeding soundness evaluation, parameter
kualitas semen yang paling utama pada adalah
morfologi spermatozoa dan motilitas spermatozoa.
Definisi  motilitas  spermatozoa adalah jumlah
spermatozoa motil yang hidup dan bergerak progresif
dengan kisaran nilai 0-100%. Computerized Assisted
Sperm Analyzer merupakan suatu metode analisis
spermatozoa dengan mengoptimalkan  perangkat
komputer. Mekanisme kerja CASA adalah melalui
identifikasi pola gerakan kepala spermatozoa dan pola
lintasan yang dilalui spermatozoa. Manfaat dan
keunggulan CASA diantaranya: obyektif, akurat, cepat,
efisien dan mampu memberikan gambaran motilitas
spermatozoa secara detail (Didion 2008). Dalam
penilaian motilitas dengan menggunakan CASA,
penilaian motilitas spermatozoa dapat dilakukan secara
lebih detail dengan parameter motilitas yang terukur
lebih banyak.

Beberapa parameter motilitas yang dapat terukur
dengan CASA dan batasan definisinya:

Motililitas

Definisi motilitas spermatozoa sangat bervariasi
dan mempunyai batasan kriteria tersendiri. Motilitas
spermatozoa merupakan spermatozoa yang bergerak
dengan kecepatan >5 um/s (Massanyi et al. 2008).
World Health Organization (WHO) mendefinisikan
motilitas spermatozoa sebagai persentasi spermatozoa
yang bergerak dengan VAP >0 pm/s, merupakan
penjumlahan dari 3 kategori gerakan spermatozoa
menurut WHO (fast progressive, slow progressive dan
motile non progressive). Standar motilitas WHO
tersebut dijadikan acuan untuk standar motilitas pada
hewan karena memang belum tersedia.
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Motilitas progresif

Sebagaimana dengan motilitas, definisi motilitas
progresif juga mempunyai banyak versi. Motilitas
progresif merupakan spermatozoa yang bergerak
dengan kecepatan >20 um/detik (Massanyi et al. 2008).
World Health Organization (WHO) mendefinisikan
motilitas spermatozoa progresif merupakan persentasi
spermatozoa yang bergerak dengan VAP >25 um/s,
merupakan penjumlahan dari 2 kategori gerakan
spermatozoa menurut WHO (fast progressive dan slow
progressive).

Hiperaktif spermatozoa

Hiperaktif spermatozoa merupakan suatu kondisi
yang menggambarkan spermatozoa bergerak dengan
sangat cepat namun kurang linear dan cenderung
memutar atau membentuk pola lintasan seperti bintang
(star shaped pattern). Parameter yang digunakan untuk
menggambarkan suatu kondisi spermatozoa hiperaktif
adalah VCL, LIN dan ALH. Terdapat banyak standar
kriteria spermatozoa hiperaktif. Spermatozoa dikatego-
rikan hiperaktif apabila mempunyai batas nilai VCL
>150 pm/s, LIN <50% dan ALH >5 pm; LIN <60%,
ALH >7,5 pm dan VCL >100 pum/s (Ripp et al. 2003);
LIN <60%, ALH >5 pm dan VCL>100 pm/s
(Shibahara et al. 2003); VCL>200 um/s dan LIN <20%
(Van der Horst 2014).

Distance Curve-Line (DCL), Distance Straight-Line
(DSL) dan Distance Average Path (DAP)

Komponen parameter jarak tempuh spermatozoa
menggunakan CASA diantaranya: DCL, DSL dan
DAP. Distance Curve-Line (DCL) merupakan jarak
yang dapat ditempuh oleh spermatozoa dalam satu
menit pada lintasan curve. Distance Straight-Line
(DSL) merupakan jarak yang dapat ditempuh oleh
spermatozoa dalam satu menit pada lintasan straight.
Distance Average Path (DAP) merupakan jarak yang
dapat ditempuh oleh spermatozoa dalam satu menit
pada lintasan rata-rata alur.

Velocity Curve Linear (VCL), Velocity Straight
Linear (VSL) dan Velocity Average Pathway (VAP)

Komponen parameter kecepatan spermatozoa
menggunakan CASA diantaranya VCL, VSI dan VAP.
Velocity Curve Linear berarti Curve Linear Velocity
(VCL) merupakan velocity spermatozoa dalam satu
menit pada lintasan curve (Sarastina et al. 2006).
Velocity Straight Linear (VSL) merupakan velocity
spermatozoa dalam satu menit pada lintasan straight
(Sarastina et al. 2006). Velocity Average Pathway

(VAP) merupakan velocity spermatozoa dalam satu
menit pada lintasan rata-rata alur.

Linearity (LIN), Straightness (STR) dan Wobble
(WOB)

Komponen parameter pola renang spermatozoa
dengan menggunakan CASA diantaranya LIN, STR
dan WOB. Linearity merupakan indikator kelurusan
lintasan curve linear. Straightness merupakan indikator
kelurusan lintasan rata-ratanya. Wobble merupakan
pengukuran osilasi lintasan sebenarnya, mengindikasi-
kan kuatnya goyangan spermatozoa selama satu detik.

Amplitude Lateral Head (ALH), Beat Cross
Frequency (BCF), Average Orientation dan Change
of Head (AOH)

Komponen parameter pola pergerakan kepala
spermatozoa menggunakan CASA diantaranya: ALH,
BCF dan AOH. Amplitude Lateral Head menunjukkan
lebar rata-rata dari osilasi (getaran atau vibrasi) kepala
spermatozoa saat berenang (Kathiravan et al. 2011).
Beat Cross Frequency merupakan frekuensi (banyak-
nya) lintasan spermatozoa melalui rata-rata alur per
detik. Average Orientation Change of Head (AOH)
merupakan rataan derajat perubahan gerakan kepala
spermatozoa (Sarastina et al. 2006).

FAKTOR-FAKTOR YANG MEMPENGARUHI
ANALISIS MOTILITAS SPERMATOZOA
DENGAN CASA

Computerized Assisted Sperms Analyzer (CASA)
merupakan instrumen yang sangat bermanfaat untuk
mengkarakterisasi gerakan spermatozoa karena bersifat
obyektif, independen (dari intepretasi teknisi) dan
mampu mengidentifikasi gerakan spesifik spermatozoa.
Setiap sampel spermatozoa dianalisis secara langsung
pada citra digital (digital image), diantaranya gerakan
kepala maupun kecepatan pergerakan spermatozoa
(Lange-Consiglio et al. 2013). Jenis atau tipe CASA
berpengaruh  terhadap hasil penilaian motilitas
spermatozoa. Hal ini disebabkan oleh setiap jenis/tipe
CASA mempunyai standar lintasan spermatozoa
(sperm trajectory) tersendiri dengan algoritma (cara
perhitungan) yang berbeda. Karakteristik hardware
yang digunakan setiap CASA juga berbeda. Beberapa
CASA vyang biasanya digunakan untuk analisis
motilitas spermatozoa, diantaranya:

e Sperm Class Analyzer, Microptic, Spain.
e Hamilton-Thorne Bioscience, Beverly, MA, USA.
e Sperm Vision, Minitube, Tiefenbach, Germany.
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e IVOS Il and CEROS II, IMV Technology,

France.

Upaya pemeliharaan CASA harus menjadi
perhatian khusus untuk menjamin data yang dihasilkan
akurat. Software dan hardware CASA harus divalidasi
secara rutin untuk menghindari data yang kurang akurat
atau presisi (Amann & Waberski 2014).

Hasil analisis motilitas spermatozoa menggunakan
CASA sangat bervariasi dan sejauh ini belum tersedia
standar protokol penilaian kualitas semen berbasis
CASA. Beberapa faktor yang berdampak pada
penilaian matilitas spermatozoa dengan CASA,
diantaranya: setingan CASA, pengencer semen,
konsentrasi spermatozoa, chamber, analis, preparasi
sampel dan waktu pelaksanaan analisis.

Setingan CASA (frame rate dan frame per field)

Frame rate merupakan jumlah frame/gambar
pergerakan spermatozoa yang diambil dalam waktu 1
detik. Frame rate berpengaruh terhadap VCL
spermatozoa. Frame rate 50-60 menghasilkan VCL
spematozoayang proporsional (Perreault 2002). Frame
rate 50-60 fps (Hz) artinya bahwa setiap gambar
diambil dalam waktu 1/50-1/60 detik sehingga semakin
tinggi frame rate menunjukkan semakin banyak
pergerakan spermatozoa yang dapat ditangkap. Banyak
setingan farme rate CASA yang lainnya, misal 25, 30,
40 atau 60. Hasil analisis motilitas spermatozoa dengan
frame rate yang berbeda, menghasilkan data yang
berbeda dan tidak dapat dibandingkan satu dengan
lainnya. Data hasil analisis dapat dibandingkan apabila
menggunakan setingan frame rate yang sama.
Beberapa CASA biasanya sudah diseting dengan
setingan perusahaan yang memproduksinya. Namun
demikian, tidak menutup kemungkinan bahwa setingan
yang ada dapat berubah untuk mengoptimalkan
penilaian. Frame rate 60 memberikan hasil penilaian
motilitas spermatozoa yang optimal. Kondisi ini
menghasilkan motilitas spermatozoa yang lebih riil
(sebenarnya). Frame rate yang semakin tinggi
berpengaruh  terhadap  peningkatan  kecepatan
pergerakan dan vigor spermatozoa, demikian berlaku
sebaliknya (Contri et al. 2010). Tardif et al. (1997) dan
Amann & Waberski (2014) menyarankan bahwa
setingan CASA harus divalidasi secara periodik untuk
menjamin data yang dihasilkan.

Frame per field juga mempunyai peran dalam
menghasilkan data motilitas spermatozoa dengan
CASA. Frame per field merupakan jumlah frame atau
gambar yang diambil dalam setiap bidang pandang.
Frame per field berkorelasi positif dengan waktu yang
dibutuhkan untuk melakukan analisis. Semakin tinggi
frame per field membutuhkan waktu yang lebih lama
untuk analisis. Hal ini berpengaruh terhadap spermato-
zoa yang diamati dan dapat menghasilkan data yang
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bias. Beberapa studi menerapkan frame per field 30, 45
(Contri et al. 2010). Untuk menghasilkan data yang
lebih akurat, setingan frame per field yang lebih rendah
lebih direkomendasikan.

Pengencer semen

Semen yang mengandung spermatozoa harus
melalui proses pengenceran terlebih dahulu supaya
dapat dianalisis dengan optimal menggunakan CASA.
Pengencer yang dicampur dengan spermatozoa
berperan  dalam  menentukan  nilai  motilitas
spermatozoa (Lange-Consiglio et al. 2013; Contri et al.
2010). Pada dasarnya, semua pengencer dapat
digunakan sebagai pengencer spermatozoa. Syarat
kriteria pengencer yang layak harus dipenuhi terlebih
dahulu sebelum digunakan sebagai pengencer,
diantaranya berfungsi sebagai sumber energi, buffer,
mencegah cold shock, menambah masa dll. Perbedaan
jenis dan kuantitas komponen pengencer berpengaruh
terhadap motilitas spermatozoa yang dihasilkan.
Banyak pengencer semen yang dapat digunakan untuk
analisis motilitas dengan CASA, diantaranya: sodium-
sitrat (Islam et al. 2017); tris aminomethane, dan CEP-
2 (Ratnawati 2017); PBS dan NaCl 0,9% (Contri et al.
2010); CUE dan EYGT (Tardif et al. 1997).

Hasil observasi  sebelumnya  (unpublished),
pengencer dengan bahan dasar susu tidak disarankan
digunakan dalam pemeriksaan motilitas menggunakan
CASA. Penggunaan pengencer berbahan dasar susu
mengganggu tampilan spermatozoa pada layar. Dalam
tampilan layar CASA, akan terlihat partikel lain
berbentuk bulatan/debris yang berukuran lebih kecil,
sama atau mungkin lebih besar dari spermatozoa. Hal
ini akan membiaskan penilaian oleh CASA karena
ukuran yang sama dengan ukuran spermatozoa
sehingga teridentifikasi sebagai static  sperms.
Dampaknya adalah nilai motilitas yang bias atau tidak
mewakili motilitas yang sebenarnya. Selain itu,
keberadaan partikel tersebut mengganggu keleluasaan
spermatozoa untuk bergerak (motilitas rendah).

Faktor lain yang mempengaruhi tampilan
spermatozoa pada layar CASA dalam pengencer adalah
keberadaan bahan biologis. Dalam mengoptimalkan
fungsi pengencer, biasanya pengencer ditambahkan
bahan biologis tertentu. Kuning telur atau putih telur
biasanya menjadi komponen pengencer yang berfungsi
sebagai anti cold shock, cryoprotectant maupun
antioksidan.  Sejauh  pengamatan  (unpublished)
keberadaan bahan biologis dalam layar CASA tidak
mengganggu tampilan spermatozoa dalam layar.
Namun demikian, dibutuhkan teknik tersendiri dalam
menentukan titik pengambilan sampel. Pada semen cair
yang sudah melalui masa simpan, materi komponen
biologis dan spermatozoa mengendap di bagian bawah
sehingga dibutuhkan homogenisasi terlebih dahulu.
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Setelah campuran homogen, sebaiknya dibiarkan
beberapa saat dan dilakukan pipeting pada posisi
campuran yang tidak terlalu pekat (bagian atas). Hal ini
untuk menghindari terikutnya komponen biologi yang
berpotensi mengganggu pengamatan motilitas dengan
CASA.

Disarankan penggunaan pengencer spermatozoa
yang sama (konsisten) dapat mengurangi faktor
kesalahan penilaian motilitas spermatozoa dengan
CASA. Pengencer sederhana yang dapat digunakan
dalam penilaian dan mudah didapatkan diantaranya
PBS dan larutan isotonic (larutan 0,9% NaCl) (Contri
et al. 2010).

Konsentrasi spermatozoa

Konsentrasi spermatozoa merupakan jumlah
spermatozoa dalam setiap ml, berpengaruh dalam
penilaian motilitas dengan CASA. Konsistensi sampel
berpengaruh terhadap data analisis yang dihasilkan
CASA. Hal ini terkait langsung dengan konsentrasi
spermatozoa dalam  sampel (Perreault 2002).
Konsentrasi  spermatozoa yang terlalu tinggi
menyebabkan collision kepala spermatozoa saling
menempel (collision) dalam lintasannya (Lange-
consiglio et al. 2013; Contri et al. 2010; Pagl et al.
2006). Populasi yang padat menyebabkan pergerakan
spermatozoa juga terbatasi atau tidak leluasa sehingga
cenderung menurunkan potensi  motilitas  yang
sebenarnya. Kondisi ini menyebabkan CASA tidak
dapat menangkap semua pergerakan spermatozoa
(sperm trajectory) atau hanya sebagian saja, sehingga
hasil analisis motilitas yang dihasilkan tidak mewakili
kondisi yang sebenarnya dari pergerakan spermatozoa.

Konsentrasi  spermatozoa sebelum dianalisis
menggunakan CASA adalah 20 juta/ml dan tidak
disarankan konsentrasi spermatozoa 50 juta/ml dan 100
juta/ml (Contri et al. 2010; Lange-consiglio et al.
2013). Analisis motilitas juga dapat dilakukan pada
konsentrasi  spermatozoa yang lebih  rendah,
diantaranya 2-50 juta/ml (Peng et al. 2); 5 juta/ml, 10
juta/ml (Contri et al. 2010). Konsentrasi yang lebih
rendah menghasilkan hasil yang lebih baik dalam
penilaian motilitas menggunakan CASA karena setiap
lintasan spermatozoa dapat tertangkap oleh CASA dan
dianalisis dengan sempurna. Namun demikian,
konsentrasi spermatozoa 20 juta/ml lebih banyak
direkomendasikan untuk hasil analisis motilitas
spermatozoa yang lebih optimal.

Chamber/counting chamber

Terdapat berbagai macam tipe chamber yang
dapat digunakan dalam pemeriksaan motilitas
menggunakan CASA. Secara garis besar terdapat 2

jenis chamber, yaitu yang diisi dengan meneteskan
sampel (dropping) atau melalui kapiler (capillary
forces). Chamber dengan dropping diantaranya Makler
chamber dan Goldcyto chamber. Sedangkan chamber
dengan capillary forces diantaranya: ledja, microscope
slide, cover (Peng et al. 2017), zander spermometer,
leica (Massanyi et al. 2008). Semua chamber harus
dikondisikan pada suhu 37°C sebelum sampel
dimasukkan, hal ini untuk menghindari data hasil
analisis yang bias (Contri et al. 2010).

Setiap chamber mempunyai bentuk, kedalaman
dan kapasitas volume chamber tersendiri. Perbedaan ini
berpengaruh terhadap konsentrasi spermatozoa dalam
chamber (Peng et al. 2017) dan pergerakan
spermatozoa (Lange-consiglio et al. 2013; Contri et al
2010), baik nilai motilitas progresif atau parameter
kinetiknya. Penggunaan Makler chamber menghasilkan
hasil konsentrasi spermatozoa yang lebih tinggi (over
estimated) daripada chamber yang lain sehingga lebih
disarankan untuk digunakan dalam analisis motilitas
yang tidak menuntut akurasi yang tinggi. Salah satu
penyebab over-estimated perhitungan konsentrasi
adalah keterbatasan CASA dalam membedakan
spermatozoa dengan garis terang (bright grids) yang
berada dalam Makler chamber. Chamber dengan
penekanan kapiler (capillary forces) menghasilkan nilai
konsentrasi dan motilitas yang lebih rendah dari
kondisi yang sebenarnya. (Peng et al. 2017). Penyebab
konsentrasi yang lebih rendah ini adalah adanya efek
Segre-Silberberg yang menyebabkan perhitungan yang
lebih rendah pada bagian tengah dan atas chamber
daripada pada bagian bawah chamber. Motilitas yang
rendah disebabkan adanya efek toksik dari cat maupun
perekat terhadap spermatozoa yang menyebabkan
kerusakan pada membran sel spermatozoa dan aksi
kapiler yang menyebabkan kerusakan spermatozoa
sehingga motilitas yang dihasilkan rendah (Hoogewijs
et al. 2012; Gloria et al. 2013).

Penggunaan  ledja  menghasilkan  jumlah
spermatozoa non motil lebih tinggi spermatozoa yang
bergerak cepat lebih rendah (Contri et al. 2010). Hasil
pengamatan  sebelumnya  (unpublished)  bahwa
penggunaan ledja dan mikroskop slide tidak
menghasilkan motilitas spermatozoa yang berbeda,
kecuali nilai hiperaktif spermatozoa. Perbedaan
kedalamann chamber dan sifat adhesif permukaan
chamber yang menyebabkan perbedaan hasil analisis
motilitas spermatozoa. Setiap chamber mempunyai
kelebihan dan kekurangan tersendiri, namun untuk
meminimalisasi faktor kesalahan, penggunaan chamber
harus sama atau konsisten.

Analis laboratorium

Faktor analis dapat mempengaruhi hasil analisis
motilitas spermatozoa dengan menggunakan CASA.
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Penilain motilitas secara subyektif dengan mikroskop
cahaya, biasanya dilakukan oleh lebih dari 2 analis
yang berpengalaman untuk meminimalkan tingkat

kesalahan. Namun demikian, dalam melakukan
penilaian motilitas dengan CASA, seharusnya
dilakukan secara konsisten oleh seorang analis

(andrologis) yang berpengalaman. Hal ini juga
bertujuan untuk meminimalkan faktor kesalahan atau
variasi hasil analisis. Penggunaan jenis CASA yang
sama dengan setingan CASA, tipe chamber, pengencer,
konsentrasi yang sama dapat menghasilkan data yang
berbeda. Hal ini terkait dengan keahlian analisis dalam
preparasi sampel dan pemilihan field/ bidang pandang
pada layar CASA.

Preparasi sampel

Preparasi sampel berpengaruh terhadap hasil
penilaian dengan CASA (Contri et al. 2010),
diantaranya: pipeting dan mixing dan sampling sampel.
Mixing dan pipeting sampel semen mempunyai peranan
penting dalam menentukan hasil penilaian motilitas
menggunakan CASA. Mixing biasanya dilakukan pada
spermatozoa yang disimpan dalam suhu dingin atau
beku. Faktor penyimpanan menyebabkan spermatozoa
menumpuk di bagian bawah sehingga sebaiknya
sampel di mixing sebelum analisis dilakukan. Mixing
dilakukan dengan perlahan dan hati-hati, sampai
dengan homogen. Resiko mixing yang tidak homogen
berpengaruh  terhadap sampel vyaitu kepadatan
spermatozoa yang terlalu tinggi maupun terlalu rendah.
Spermatozoa yang terlalu padat menyebabkan lintasan
spermatozoa tidak dapat ditangkap oleh CASA secara
optimal.

Pipeting (cara pengambilan sampel dengan pipet)
dan sampling (cara pengambilan sampel) juga
mempunyai peran dalam menghasilkan data motilitas
menggunakan CASA. Pipeting merupakan kelanjutan
dari mixing, namun hasil akan lebih optimal apabila
diberikan jarak beberapa menit sebelum dilakukan
pipeting. Sampel yang telah homogen, kemudian
disampling dengan cara pipeting pada titik tertentu.
Cara pengambilan sampel dilakukan pada titik
pengambilan (collection site) dengan tingkat kepadatan
sedang, hal ini untuk menghindari konsentrasi
spermatozoa yang terlalu padat sehingga lintasan
spermatozoa dapat tertangkap oleh CASA secara
optimal (Perez-Sanchez et al. 1996). Preparasi sampel
harus divalidasi secara periodik untuk menjamin data
yang dihasilkan (Tardif et al. 1997; Amann &
Waberski 2014).
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Waktu pelaksanaan analisis

Waktu pelaksanaan analisis harus dilakukan
secepat mungkin, karena hal ini berpengaruh terhadap
hasil analisis motilitas spermatozoa yang dihasilkan.
Semakin lama pelaksanaan analisis maka kualitas
spermatozoa semakin menurun. Pelaksanaan analisis
motilitas dengan CASA harus mempertimbangkan
kesiapan setingan CASA, kesiapan sampel (pengencer
dan konsentrasi sampel), pemasukkan sampel ke
chamber. Disarankan waktu pelaksanaan analisis tidak
lebih dari 2 menit untuk menjamin data yang dihasilkan
valid (Contri et al 2010).

REKOMENDASI PENGGUNAAN CASA

Penggunaan CASA untuk analisis motilitas
memang mempunyai banyak keunggulan dibandingkan
penilaian secara manual. Namun demikian sejauh ini
banyak sekali faktor yang mempengaruhi hasil
penilaian motilitas dengan CASA. European Society of
Human Reproduction and Embryology (ESHRE)
Andrology Special Interest Group (1998) menyatakan
bahwa tidak ada sistem CASA maupun tipe chamber
yang sempurna dalam penilaian motilitas. Upaya
pendekatan  yang dapat  dilakukan  adalah
meminimalkan faktor-faktor yang mempengaruhi hasil
penilaian motilitas spermatozoa sehingga
meminimalkan faktor kesalahan.

Dari ulasan diatas dihasilkan suatu rekomendasi
standar penilaian motilitas dengan menggunakan
CASA diantaranya: dilakukan oleh analis yang
berpengalaman dan konsisten, preparasi sampel
(mixing, pipeting dan sampling) yang tepat, konsentrasi
spermatozoa 20 juta/ml, konsisten dalam tipe chamber
(dikondisikan 37°C), pengencer semen dan setingan
CASA (frame rate 60 Hz dan frame per field 30) dan
pelaksanaan analisis yang cepat (<2 menit).

PEMANFAATAN CASA DALAM BIDANG
REPRODUKSI SAPI POTONG

Dalam bidang reproduksi sapi potong, khususnya
dalam pelaksanaan analisis kualitas semen, CASA
semakin memberikan peranan yang besar saat ini.
Pemanfaatan CASA dalam analisis kualitas semen
diantaranya sebagai alat (tool) untuk menganalisis
motilitas (kinematik), konsentrasi morfologi, dan
morfometri. Versi baru CASA dapat digunakan untuk
analisis vitality, DNA fragmentasi, integritas dan reaksi
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akrosom (Van der Horst et al. 2018). Setiap fungsi
analisis CASA memberikan parameter yang lebih
banyak dan gambaran yang lebih detail terkait
spermatozoa sapi, sehingga hasil analisis dengan
CASA lebih baik daripada evaluasi secara visual
(subyektif). Pengulangan dalam pengukuran parameter
kualitas semen pada babi menggunakan CASA
menghasilkan koefisien variasi yang lebih rendah dari
10% dibandingkan dengan penilaian secara visual
(subyektif) sehingga hasilnya lebih akurat (Vyt et al.
2004; Broekhuijse et al. 2011).

Pemanfaatan CASA di Indonesia mulai banyak
digunakan dalam bidang penelitian maupun balai
inseminasi. Ratnawati (2017) menggunakan CASA
(SCA v.5.2) untuk mengobservasi kualitas semen cair
pada tiga bangsa sapi potong menggunakan tiga jenis
pengencer. Syarifuddin et al. (2018) menggunakan
CASA (Sperm Vision v.3.7.5) untuk menganalisis
kualitas semen sapi Bali dengan perlakuan pakan
berbeda. Sarastina et al. (2006) menggunakan CASA
(sperm vision) untuk menganalisis parameter motilitas
pada beberapa bangsa sapi potong.

Dalam  perkembangannya, metode analisis
spermatozoa dengan sistem CASA mengalami banyak
kemajuan. Pada manusia sudah ditemukan aplikasi
berupa sistem CASA berbasis smartphone (SEEM)
untuk menganalisis spermatozoa pada pria. Teknologi
ini dalam upaya menjawab tantangan bahwa analisis
spermatozoa  dengan  sistem CASA  ternyata
mempunyai  beberapa keterbatasan, diantaranya:
terbatasnya ruang dan waktu, mahal, tidak nyaman dan
tidak efisien karena membutuhkan tenaga analis.
Dengan teknologi CASA berbasis smartphone ini,
analisis fertilitas pria dapat dilakukan sendiri di rumah
(Cheon et al. 2019).

KESIMPULAN

Beberapa faktor yang mempengaruhi hasil analisis
motilitas spermatozoa dengan CASA diantaranya:
setingan CASA, semen, pengencer semen, konsentrasi
spermatozoa, chamber, analis, preparasi sampel dan
waktu pelaksanaan analisis. Rekomendasi standar
penilaian motilitas dengan menggunakan CASA
diantaranya: analis yang berpengalaman dan konsisten,
preparasi sampel (mixing, pipeting dan sampling) yang
tepat, konsentrasai spermatozoa 20 juta/ml, tipe
chamber konsisten (dikondisikan 37°C), pengencer
yang konsisten dan setingan CASA yang konsisten
(frame rate 60 Hz dan frame per field 30) dan
pelaksanaan analisis yang cepat (<2 menit).
Disimpulkan selain beberapa faktor baik manusia
maupun jenis alat yang berbeda yang mempengaruhi
hasil analisis motilitas spermatozoa, penggunaan
CASA juga memerlukan preparasi sampel termasuk

pengencer yang baik dan konsentrasi spermatozoa yang
tepat.
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