BAB IV
PERSIAPAN DAN PENYEDIAAN MEDIA
Dalam pelaksanaan program transfer embrio secara menyeluruh ada beberapa tahapan kerja yang harus dilakukan diantaranya pemanenan embrio, isolasi dan evaluasi embrio, pemindahan embrio, penyimpanan embrio baik dalam jangka pendek maupun jangka panjang. Kegiatan-kegiatan ini memerlukan berbagai macam media, misalnya pada saat pemanenan embrio (flushing, embryo recovery, embryo collection) diperlukan medium pembilas untuk membilas bagian saluran reproduksi betina donor seperti tuba fallopii dan cornua uteri yang mengandung oosit atau embrio praimplantasi supaya dapat dikeluarkan dan dikoleksi, begitu juga pada waktu pemindahan embrio ke resipien diperlukan medium transfer atau pada proses penyimpanan embrio jangka panjang dengan cara pembekuan (long storage cryopreservation) diperlukan medium krioprotektan. Media-media ini mempunyai komposisi bahan yang disesuaikan dengan tujuan dari kegiatan yang bersangkutan. 
Pada prinsipnya media yang digunakan ini merupakan tiruan dari cairan fisiologis alamiah tempat tinggal embrio di dalam saluran reproduksi hewan betina. Secara garis besar media memiliki fungsi mekanis, fisik dan biokimiawi. Ketiga fungsi ini harus memberikan lingkungan yang optimal untuk menjamin kelangsungan hidup (viabilitas) embrio dan dapat berkembang secara in vitro. Media buatan yang merupakan tiruan dari cairan fisiologis alamiah embrio disebut media sintetis. Walaupun puluhan tahun penelitian telah dilakukan untuk memperoleh media sintetis. yang menyerupai media alam, sampai saat ini usaha tersebut belum berhasil. 
Media sintetis yang optimal harus memiliki komposisi yang terdiri atas beberapa faktor diantaranya, garam anorganik dan ion, osmolaritas, pH, substrat energi, protein dan asam-asam amino, makromolekul, vitamin dan mineral (trace element) (Kane 1978). Media sintetis merupakan tempat perkembangbiakan mikro-organisme yang dapat merubah lingkungan media, bahkan dapat mengganggu secara langsung pada embrio sehingga perkembangan embrio in vitro terhambat. Untuk mengatasi hal ini perlu penambahan antibiotik atau antimikotik. Antibiotik yang dipakai dapat bersifat bakteriostatik ataupun bakterisid, akan tetapi tidak menimbulkan efek negatif baik berupa kerusakan mekanis atau mengganggu metabolisme embrio. Selain media sintetis bebas dari kontaminan mikroorganisme, juga harus bebas dari kontaminan kimia organik maupun anorganik (kaporit, detergen). Untuk pelarut bahan-bahan komposisi media gunakan air murni bebas mineral terlarut, bebas pirogen, bebas mikroorganisme dan bebas partikel. Seandainya jenis air tersebut tidak ada gunakan air yang telah disuling berulang-ulang misalnya aquatridest. 
Media yang dipakai dalam kegiatan transfer embrio pada ternak sapi pada umumnya adalah phosphate buffered saline (PBS) yang dapat dimodifikasi sesuai dengan tujuannya, misal modifikasi menurut Whittingham atau Whitten. Phosphate buffered saline (PBS) merupakan larutan buffer yang dapat mempertahankan pH dan osmolaritas fisiologis yang sangat diperlukan oleh sel untuk dapat berkembang dengan baik. Larutan buffer ini dapat dibeli dalam bentuk jadi, yang dikemas secara komersil atau dengan meramu sendiri. Larutam buffer ini sekaligus dapat dipakai sebagai medium dasar pembentukan medium sintetis misalnya setelah ditambah nutrisi dalam bentuk serum untuk pemupukan sementara atau medium maintenance pratransfer embrio.  Larutan PBS dapat pula diramu atau dibuat sendiri dengan komposisi seperti di bawah ini.  
Bahan-bahan susunan PBS adalah sebagai berikut: 
Komponen I 
NaCl 						8.000 mg/l 
KCl 						   200 mg/l 
MgC12.6 H20 					   100 mg/l  
CaC12 (anhydrous) 				   100 mg/l 
Komponen II 
Na2HP04.12 H20 				1.000 mg/l 
Na2H2P04 					   150 mg/l 
K2H2P04 					   200 mg/l 

Bahan-bahan modifikasi yang dapat ditambahkan kedalam larutan PBS 
Komponen III 
Glukose 					1.000 mg/l 
Na-pyruvat					      36 mg/l
Komponen IV (Antibiotik atau Antimikotik) 
Penisilin 					      20 mg/l 
Streptomisin S04 				      40 mg/l 

Menyediakan bermacam-macam antibiotik merupakan suatu tindakan yang tepat. Kadang-kadang terjadi resistensi mikroorganisme terhadap streptomisin dan penisilin. Alternatif yang paling baik adalah menggantinya dengan antibiotik yang lain misal gentamisin (50 mg/l). Kontaminasi fungi juga dapat terjadi, untuk mengatasi hal ini dapat diberi antimikotik (fungizone) amphotericin B (5-10 mg/l) atau mycostatin (100 mg/l). Pemberian antimikotik atau antifungal ini jarang dipakai, karena sifatnya yang toksik. Antibiotik lain yang mungkin dapat dipakai diantaranya (masih perlu pengkajian): tylosin tartrat, neomycin, kanamycin, novobiocin dan mycostatin. Kanamycin juga dapat dipakai untuk mencegah kontaminasi mycoplasma (yang berukuran 0,3 µm). Pelarut yang dipakai adalah air yang telah di-deionisasi dan didestilasi (deionized-distilled water). Air yang telah dideionisasi sebaiknya didestilasi dua kali, kemudian dipurifikasi sehingga diperoleh air dengan resitensi final 18 megaohm/cm. Jika jenis air ini tidak dapat diperoleh, dapat dipakai aquatridest. 
Pembuatan medium PBS yang dimodifikasi adalah sebagai berikut : 
a) Komponen I larutkan dalam 350 ml air 
b) Komponen II larutkan dalam 350 ml air 
c) Larutan I dan II campurkan 
d) Tambahkan komponen III kedalam campuran larutan I dan II
 e) Campuran komponen I, II, dan III ditambah air sampai dengan satu liter 
f) Saring dengan filter membran selulosa dengan pori-pori 0,2 µm 
g) Tambahkan komponen IV kedalam media yang telah disaring 
Media yang telah selesai dibuat dikemas kedalam botol-botol steril dalam satuan satu liter. Diberi label secukupnya dan disimpan di refrigerator pada temperatur 4-5 oC. Penyimpanan ini sebaiknya tidak lebih dari dua minggu. 
Media yang akan dipakai sebaiknya selalu dalam keadaan segar, atau baru dibuat. Sebelum pemakaian, media diberi serum dari fetal sapi yang telah diinaktifkan (heat inactivated fetal calf serum, h.i. FCS). Untuk media pembilas, larutan PBS diberi satu persen h.i. FCS, sedangkan media transfer diberi 20% h.i. FCS. Media yang telah jadi ini harus memiliki pH 7,2-7,4 dengan osmolaritas 280 mosmol.
Medium pembilas uterus dalam proses pemanenan embrio praimplantasi menggunakan PBS yang telah siap pakai biasanya dalam kemasan dari beberapa perusahaan seperti Serva (Jerman), Gibco (USA) dan Fujihira (Nippon). Media lainnya yang dapat dipakai dalam pemanenan embrio dengan cara flushing uterus diantaranya medium laktat ringer missal dari Otsuka (Nippon). Penggunaan lakat ringer ini seperti penggunaan PBS biasanya hanya saja terbatas untuk proses flushing dalam rangka panen embrio. 
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