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Analisis Prevalensi Kejadian Aglutinasi Spermatozoa Rattus norvegicus Strain Wistar Albino yang Diberi Paparan Antibiotik Kanamycin (Aminoglikosida) Dosis Bertingkat
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Abstrak
Kelompok antibiotik dari golongan aminoglikosida seperti kanamycin dan gentamycin menyebabkan kesalahan penerjemahan  dan efek inhibisi pada proses translokasi t-RNA dan m-RNA bakteri. Dilaporkan bahwa toksisitas kanamycin dapat meningkat seiring dengan peningkatan dosis yang diterima. Hal ini dapat berakibat penurunan jumlah dan kecacatan spermatozoa. Penelitian ini bertujuan untuk menguji pengaruh antibiotik kanamycin terhadap prevalensi kejadian aglutinasi spermatozoa. Jumlah aglutinasi spermatozoa dihitung menggunakan agglutination grade WHO. Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental dengan model post-test-only control group design dengan variabel independen yaitu kanamycin dosis bertingkat dan variabel dependen yaitu jumlah aglutinasi spermatozoa. Data dianalisis menggunakan ANAVA lalu dilanjutkan uji lanjut Bonferroni. Hasil penelitian menunjukkan bahwa pemberian kanamycin dosis bertingkat berpengaruh terhadap prevalensi kejadian aglutinasi spermatozoa. Peningkatan jumlah aglutinasi seiring dengan peningkatan dosis yang diterima. 

	Abstract
Aminoglycocide-group-antibiotics such as kanamicyn and gentamycin caused mistranslated and inhibition effect for t-RNA and m-RNA translocation of bacteria. Kanamycin toxicity can increased along with increasing in dose received. This can caused the disability and decreasing amount of spermatozoa. This study was aimed to examined the effect of  kanamycin for spermatozoid agglutination prevalence. The amount of spermatozoid agglutination counted using  agglutination grade WHO. This study was experimental research with post-test-only control group design. The data was analyzed using ANAVA then continued by post-hoc Bonferroni test. The result showed that kanamycin multilevel dosing taken effect for spermatozoid agglutination prevalence. Increasing the amount of agglutination along with the increase in the dose received
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PENDAHULUAN
Pembuktian tentang efek samping pengunaan antibiotik terhadap spermatogenesis telah banyak dilakukan pada hewan coba. Pada kasus infertilitas manusia diketahui masalah infertilitas merupakan kasus dengan banyak faktor etiologi sehingga dalam penetapan diagnosis perlu analisis yang tepat. Pengunaan antibiotik pada manusia baik dipergunakan untuk pengobatan agen infeksius maupun penyakit seksual yang menyebabkan infertilitas diketahui memberi efek samping yang merugikan, hal ini dapat dikarenakan oleh pengunaan janka panjang, peningkatan radikal bebas akibat metabolisme obat serta jenis antibiotik yang di pergunakan. Antibiotik dari golongan Aminoglikosida, Macrolida, Tetraxyclin dan obat golongan sulfat diketahui memiliki implikasi terhadap kejadian infertilitas pria. 
Kelompok antibiotik dari golongan aminoglikosida seperti kanamycin dan gentamycin menyebabkan kesalahan penerjemahan  dan efek inhibisi pada proses translokasi t-RNA dan m-RNA bakteri. Inti niamin pada antibiotik golongan aminoglikosida memediasi sequence spesifik yang berikatan pada situs-A ribosom (Salian et al, 2012). Kanamycin dipergunakan secara injeksi intra muskular pada areal gluteal dengan dosis yang disesuaikan berdasarkan berat badan resipien, pada kasus infeksi Ghonorhea kanamycin umum dipergunakan sebgai alternative pengobatan yang dipilih ketika terjadi resisitensi antibiotik lain (WHO, 2016). Penggunaan kanamycin sebagai antibiotik diketahui menginterfensi perkembangan ribosom sehingga mengakibatkan ribosom mensintesis polipeptida yang tidak lengkap, hal ini diketahui dapat bekerja baik terhadap bakteri namun memberikan efek samping berupa peninkatan translokasi pada membran sel yang dapat berakibat pada stress seluler (Liu & Imlay, 2013). 
Dilaporkan bahwa toksisitas kanamycin dapat meningkat seiring dengan peningkatan dosis yang diterima. Tidak hanya itu dari beberapa penelitian diketahui bahwa kanamycin dapat meningkatkan reactive oxygen species (ROS) (Ye et al, 2018). beberapa laporan tentang peningkatan kadar ROS yang berujung pada kematian sel akibat pengunaan antibiotik golongan aminoglikosida (kanamycin dan gentamycin) masih di perdebatkan. Penelitian yang dilakukan oleh Keren et al (2013) mengemukakan bahwa peran antimikrobial tertentu dalam menekan proses infeksi tanpa menginduksi ROS, namun beberpa antimikrobial seperti ofloxacin bekerja dipengaruhi oleh kadar oksigen tubuh terutama keadaan anoksia dan secara luas menekan bakteri memalui jalur ROS bebas. Zhao et al (2014) menemukan bahwa aktifitas antibiotik dapat mengakibatkan dampak primer pada sel, kerusakan yang diterima sel dapat di tanggulangi dengan keberadaan antioksidan dan peningkat ion besi. Disamping itu dampak lanjut mengakibatkan akumulasi radikal bebas yang menyebabkan dampak sekunder yang berakhir pada kematian sel. 
Radikal bebas berperan aktif dalam memicu terjadinya penurunan populasi sel didalam tubuh. Kematian sel melalui jalur apoptosis dan nekrosis menjadi dampak terburuk, hal ini pula dikaitkan sebagai faktor utama dalam kejadian oligozoospermia dan aglutinasi spermatozoa (Agarwal et al, 2008). Peingkatan ROS sebagai radikal bebas didalam spermatozoa mengakibatkan sel germinal mengalami stres oksidatif yang dapat mengakibatkan kerusakan DNA sel spermatogenik. Perubahan pada gen yang di bawa spermatozoa dapat berakibat pada kesalahan pengkodean yang berujung pada penurunan populasi dan kecacatan spermatozoa, lebih lanjut transformasi pada proses spermiogenesis menimbulkan dampak tersendiri berupa perlekatan spermatozoa yang dikenal dengan aglutinasi sel sperma (Adewoyin et al, 2017). Peningkatan ROS pada sel spermatogenik juga diketahui dapat memicu agregasi leukosit yang selanjutnya menginterfensi fungsi spermatozoa dengan mengaktivasi jalur peroksidasi lipid membran, dengan demikian kapasitasi akrosomal akan terjadi didalam tubulus seminiferus. Namun secara garis besar hubungan langsung ROS terhadap kejadian aglutinasi spermatozoa masih sangat sedikit dan perlu dilakukan uji lanjut (AUA, 2010). Penelitian bertujuan untuk mengetahui pengaruh antibiotik kanamycin terhadap prevalensi kejadian aglutinasi spermatozoa.
METODE
	Jenis penelitian ini adalah eksperimen dengan desain peneltian post test only control group design. yaitu rancangan yang digunakan untuk mengukur pengaruh perlakuan pada kelompok eksperimen dengan cara membandingkan perlakukan dengan kelompok kontrol. Populasi penelitian adalah tikus jantan Wistar yang berumur 2-3 bulan, dengan berat badan kira-kira 300 – 350 gr. Besar sampel dalam penelitian sebanyak 24 ekor. Untuk perlakuan hewan coba dan pemeriksaan Aglutinasi spematozoa dilakukan di Laboratorium Anatomi Fisiologi Stikes Piala Sakti Pariaman. Variabel independen adalah kanamycin dosis bertingkat dan variabel dependen adalah Aglutunasi spermatozoa.
Prosedur Kerja: Tikus dikelompokan empat kelompok: 1 kelompok kontrol dan 3 kelompok perlakuan dengan perlakuan 5 hari, 10 hari dan 15 hari. Masing-masing kelompok terdiri dari 6 ekor tikus. Tiap kelompok perlakuan di berikan kanamycin sulfat dengan dosis 10, 15 dan 20 mg/bb/hari (Susitijawati, 1996). Ruang uji di kontrol dengan siklus terang gelap. Diakhir masa penelitian tikus dikorbankan untuk nanti diambil cauda epididimis dengan jalan melakukan pembedahan pada testis tikus. Epididimis yang telah diambil disayat dan di letakkan ke dalam botol fial 10 ml dimana diisi dengan cairan fisiologi 0,9% sebanyak 5ml. Cauda epididmis di diamkan selama 15 menit agar spermatozoa keluar selanjutnya cairan diambil 0,5 ml dan ditambahkan larutan Gorge sebanyak 0,5ml daiduk agar homogen. 10μl cairan diambil menggunakan pipet tetes dan di letakkan ke dalam kotak hemositometer Improved Neubauer kemudian dihitung jumlah aglutinasi per lapang pandang dengan mengunakan drajat agglutination grade WHO. 
Sebelum di lakukan uji statistik terhadap hubungan antar kelompok terlebih dahulu data diuji kenormalitasan data menggunakan uji Kolmogorov Smirnov. Kemudian data dianalisis menggunakan uji statistik parametrik One Way Anova, dilanjutkan dengan uji Multiple Comparisons (post hoc test) jenis Bonferroni.

HASIL  DAN PEMBAHASAN
Tabel 1. Rata-rata jumlah aglutinasi spermatozoa hewan coba yang diberi kanamycin dosis bertingkat (n=24)
	Kelompok
	Rata-rata ± SD
	P

	Kontrol
	6,50 ± 0,547
	0,000

	P1
	17,00 ± 3,687
	

	P2
	29,33 ± 4,273
	

	P3
	38,17 ± 1,834
	


Bedasarkan Tabel 1. diketahui bahwa terdapat perbedaan yang signifikan antar kelompok kontrol dengan kelompok perlakuan dengan P value 0.00. hal ini membuktikan bahawa pemberian antibiotik kanamycin golongan aminoglikosida dengan dosis bertingkat pada hewan coba dapat mengakibatkan aglutinasi spermatozoa. Perlekatan spermatozoa dapat diakibatkan keslahan informasi yang terjadi pada proses spermatogenesisi ataupun spermiogenesis. Penelitian  Khaki (2015) yang menilai efeksamping penggunaan antibiotik golongan aminoglikosida dan flouroquinolon terhadap sperma dan jaringan reproduksi hewan coba, menemukan bahwa beberapa antibiotik dari golongan aminoglikosida memiliki pengaruh yang signifikan terhadap jumlah spermatozoa dan jaringan reproduksi hewan coba. Dari penelitian ini juga diketahui bahwa beberapa antibiotik memeiliki efek yang berbeda terhadap kejadian apoptosis dan kusakan jaringan reproduksi.
Kanamycin diketahui memiliki efek meruksa pada sebagian besar spermatozoa mamalia (Hasan et al, 2001).  Kerusakan yang terjadi pada spermatozoa di mungkinkan adanya mutasi pada DNA sel dan mitokondria yang terjadi akibat adanya induksi radikal bebas dan kerusakan pada membaran sel (Gao et al, 2017). Reactive Oxygen Species atau yang lebih dikenal dengan ROS merupakan hasil sampingan dari proses kerja aminoglikosida di dalam tubuh. ROS memiliki kemampuan mengurangi kemampuan  sel dalam mengatur homeostasis yang berujung pada ketidak seimbangan secara fisiologis (Acharya et al, 2012). penelitian yang dilakukan Sha & Schacht (1999) menguatkan bahwa antibiotik kelompok aminoglikosida menginduksi peningkatan radikal bebas pada kelompok yang di berikan antibiotik. Gambaran aglutinasi kelompok perlakuan dan kontrol terlihat pada gambar 1.
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[image: WhatsApp Image 2019-02-10 at 19.46.15]Gambar 1. Perbandingan sglutinasi spermatozoa hewan coba (a) kondisi spermatozoa kelompok kontrol; (b) aglutinasi spermatozoa yang terjadi pada kelompok perlakuan.

Didalam tubuh reaksi radikal bebas terhadap struktur membran dapat mengakibatkan perubahan struktural sehingga permeabilitas membran semakin meningkat, hal ini dapat mengakibatkan lisis sel yang berujung pada kerusakan sel dalam skala yang besar. Aglutinasi merupakan kelainan umum yang terjadi dikarenakan adanya proses reaksi inflamsi yang terjadi di tubulus seminiferus (Agarwal et al, 2008). Perubahan morfologis pada spermatozoa tidak hanya dikarenakan kerusakan struktural membran namun juga diikuti oleh kerusakan DNA dan subunit ribosom yang mengakibatkan kesalahan translasi. Peningkatan kerusakan DNA memiliki korelasi yang kuat terhadap kerusakan struktur dan jumlah kejadian apoptosis pada soermatozoa (Khodair & Omran, 2013). 
Dilaporkan bahwa toksisitas kanamycin dan peningkatan reactive oxygen species (ROS) dapat meningkat seiring dengan peningkatan dosis yang diterima (Ye et al, 2018). Hal yang sama juga ditemukan pada penelitian ini. Dari hasi uji lanjut diketahui bahwa kelompok kontrol memiliki perbedaan yang bermakna terhadap semua kelompok perlakuan. Kemudian kelompok P1 memiliki perbedaan bermakna kepada kelompok P2 dan P3, begitu pula pada kelompok P2 memiliki perbedaan yang bermakna terhadap kelompok P3 (Gambar 2).
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Gambar 2. Uji lanjut kemaknaan jumlah aglutinasi spermatozoa antar kelompok hewan coba yang diberi kanamycin dosis bertingkat (n=24)



SIMPULAN
Laporan WHO (2018) menemukan bahwa peningkatan dosis kanamycin memerikan efek yang signifikan terhadap perubahan fisiologis tubuh dan sistem keseimbangan. Penngunaan antibiotik dalam dalam pengobatan perlu dilakukan pengkajian terutama asupan dosis yang aman tidak hanya kepada efektifitas dalam menekan agen infeksius namun juga harus memenuhi standar aman untuk sel tubuh. Laporan penelitian Onyije (2011) yang melakukan studi literatur menemukan bahwa banyak laporan bahwa antibiotik menjadi faktor utama dalam kejadian infertilitas selain rokok, alkohol, dan zat adiktif lain. Tidak hanya itu kerusakan yang dapat di timbulkan dari konsumsi antibiotik juga di ketahui dapat menimbulkan kegagalan ereksi (impotensi), penurunan motilitas spermatozoa, penurunan jumlah sel sperma, imaturasi spermatozoa, gonadotoksik, dan sejumlah malfungsi lainnya.
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