BAB III 
KAJI BANDING METODA SUPEROVULASI
Keberhasilan transfer embrio tergantung dari keberhasilan setiap tahap transfer embrio yang meliputi seleksi donor dan resipien, sinkronisasi estrus, jenis dan dosis hormon gonadotropin eksogen untuk superovulasi, inseminasi buatan dan teknik pemanenan embrio. Penelitian-penelitian harus dilakukan untuk meningkatkan keberhasilan transfer embrio ini. Hasil penelitian dari luar negeri tidak bisa begitu saja diterapkan di Indonesia karena perbedaan musim, temperatur, kelembaban, intensitas cahaya matahari, vegetasi, curah hujan, yang akan mempengaruhi fungsi fisiologi hewan. 
3.1  Superovulasi 
Berbeda dengan sapi jantan yang menghasilkan beberapa juta sampai beberapa milyar spermatozoa setiap hari, seekor sapi betina secara normal hanya menghasilkan satu atau dua sel telur pada setiap ovulasi dalam satu siklus. Dengan perlakuan superovulasi maka diharapkan diperoleh sel telur dalam jumlah yang lebih banyak dari biasanya. Superovulasi adalah proses biologi pertumbuhan, pematangan dan pelepasan sel telur dalam jumlah melebihi ovulasi alamiah. Superovulasi dapat terjadi secara alamiah dan buatan. Bila terjadi secara alami, akibat superovulasi dapat menyebabkan kelahiran kembar apabila sel-sel telur itu dibuahi oleh spermatozoa. Sedangkan secara buatan diinduksi dengan pemberian hormon gonadotropin eksogen diantaranya pregnant mare serum gonadotropin (PMSG), follicle stimulating hormone (FSH), human menopause gonadotropin (hMG) dan horse anterior pituitary (hAP). Dari ke empat hormon gonadotropin tersebut yang sering dipakai adalah PMSG dan FSH.  
Aplikasi FSH maupun PMSG masing-masing memiliki kelebihan dan kekurangan. Walaupun PMSG sangat potensial dalam menstimulasi fungsi ovarium, namun waktu paruh yang panjang dalam sirkulasi darah memungkinkan untuk menginduksi pertumbuhan dan perkembangan folikel tanpa diikuti ovulasi. Dalam hal ini, antibodi anti PMSG diperlukan dalam membatasi efek negatif PMSG. Berkaitan dengan pengoptimalan program superovulasi, dalam tulisan ini ditampilkan perbandingan efektifitas metode aplikasi hormon gonadotropin eksogen (FSH, PMSG dan kombinasi PMSG-antibodi (monoklonal) anti-PMSG) dalam stimulasi superovulasi pada sapi perah FH dan sapi potong PO dengan kriteria, a) jumlah korpus luteum dan folikel, b) jumlah embrio hasil panen yang laik transfer.
Menurut Betteridge (1980) hormon gonadotropin sebaiknya diberikan pada hari ke-10 sampai ke-14 siklus estrus, ditambah dengan penyuntikan PGF2α pada hari ke-3 setelah penyuntikan hormon gonadotropin pertama. Estrus akan terlihat 42 sampai 48 jam setelah penyuntikan PGF2α dan inseminasi buatan dapat dilakukan 10 sampai 24 jam setelah estrus. Untuk mendapatkan hasil panen embrio yang baik, sebaiknya inseminasi buatan dilakukan paling sedikit dua kali dengan selang waktu 12 jam 
Menurut Armstrong (1993), superovulasi merupakan faktor terpenting yang menjadikan transfer embrio teknologi untuk perbaikan genetik hewan temak. Respon biologi superovulasi dapat distimulasi dengan pemberian hormon gonadotropin eksogen. Kebanyakan peneliti menekankan superovulasi pada sumbangannya untuk rataan ovulasi yang diinduksi oleh hormon gonadotropin. Sebenarnya rataan ovulasi hanya merupakan salah satu faktor yang mempengaruhi rataan jumlah embrio, dan rataan ovulasi tidak berhubungan dengan rataan embrio yang laik transfer. Masih menurut Armstrong, indikator terbaik keberhasilan suatu program superovulasi adalah jumlah anak lahir yang hidup per donor. Berbeda dengan Armstrong, Popova et al. (2002) memakai kriteria: jurnlah ova, rataan fertilisasi, perkembangan embrio, dan kualitas embrio sebagai parameter keberhasilan superovulasi. 
Menurut Supriatna (1997) terdapat tiga hambatan dalam penggunaan superovulasi pada sapi yaitu 1) respon terhadap gonadotropin tidak konsisten, 2) jumlah ova yang diperoleh dari superovulasi yang berturut-turut dari hewan yang sama akan menurun karena pengaruh balik ovarium dan pembentukan anti hormon, 3) angka fertilitasnya rendah. Deni (2001) membuktikan bahwa terjadi penurunan jumlah ova dan embrio laik transfer yang diperoleh dari program superovulasi berturut-turut. Walaupun demikian, rasio embrio laik transfer terhadap jumlah ova tidak berubah. Program superovulasi yang terus-menerus dengan hormon gonadotropin yang sama bahkan dapat menghilangkan respon superovulasi. Efek negatif ini dapat dikurangi dengan pemakaian selang-seling hormon gonadotropin yang berbeda dan adanya waktu istirahat untuk program superovulasi berturut-turut. Hal ini dijelaskan oleh Armstrong (1993) dalam reviewnya bahwa banyak faktor yang mempengaruhi superovulasi sehingga dapat menghasilkan jumlah anak sapi lahir hidup melebihi normal. Faktor tersebut diantaranya adalah a) faktor yang mempengaruhi respon ovulasi, yaitu, tahap siklus estrus, jenis dan dosis hormon gonadotropin, faktor yang mempengaruhi peningkatan rekrutmen folikel pre-antral dan faktor yang menyebabkan regresinya folikel dominan;  b) faktor yang mempengaruhi fertilisasi dan kelangsungan hidup embrio, yaitu fertilisasi, faktor yang mempengaruhi perkembangan embrio dan pengaruh superovulasi pada embrio; c) faktor yang berhubungan dengan program dan manajemen hewan yaitu umur donor dan resipien, kondisi donor den resipien, musim,  temperatur dan cuaca. 
Tidak berbeda jauh dengan Armstrong, Jillella (2009), mengatakan respon ovarium untuk superovulasi dipengaruhi oleh faktor umur, berat hadan, keturunan, status pemberian makanan, kegiatan siklus berahi dan laktasi dari donor, iklim dan musim, jenis dan dosis hormon yang digunakan. Sunarti et al. (2001) melaporkan bahwa perlakuan superovulasi maupun umur induk berpengaruh terhadap meningkatnya kejadian abnormalitas embrio. Hal ini dikarenakan  terjadinya fragmentasi DNA sejalan dengan bertambahnya umur. Dalam penggunaan yang berulang dari hormon gonadotropin eksogen yang merupakan glikoprotein, adalah adanya kemungkinan terjadinya reaksi imunologis. Respon imunologis karena punyuntikan berulang dari hormon gonadotropin eksogen dapat membatasi berapa kali donor dapat disuperovulasi. Baik FSH maupun PMSG adalah glikoprotein yang karenanya mempunyai potensi untuk menginduksi reaksi imunologis. Antigenitas ini menunjukan bahwa penyuntikan berulang dapat menstimulir terbentuknya anti-gonadotropin, yang mungkin dapat mereduksi respon berikutnya atau mungkin mengganggu hormon gonadotropin endogen. Akan tetapi pada kenyataannya beberapa tim TE dari berbagai negara yang sudah maju industri transfer embrionya, belum pernah menghadapi permasalahan tersebut dan data mengenai adanya reaksi anti-gonadotropin sangat jarang diperoleh. Sepanjang pengetahuan, hormon tersebut sebaiknya digunakan secara hati-hati. Kemungkinan kelainan endokrin dapat dikurangi, jika donor diberi kesempatan untuk bunting setelah beberapa kali superovulasi. Setiap donor dapat dilakukan tiga kali superovulasi dalam satu tahunnya (Supriatna dan Pasaribu 1992) . 

3.2  Follicle Stimulating Hormone (FSH) 
Secara kimiawi FSH sapi merupakan glikoprotein dengan berat molekul (BM) 37.300, terdiri dari subunit alfa (BM 12.600) dan subunit beta (BM 18.500). Menurut hasil penelitian Pastorova (1998) bahwa pemberian FSH untuk superovulasi menyebabkan peningkatan konsentrasi epinephrine dan noreepinephrine di eminentia mediana (EM). Pada hifofise, FSH meningkatkan epinephrine, sedangkan pada epifise, FSH meningkatkan nore-epinephrine tetapi menurunkan konsentrasi dopamine. 
Menurut Docke (1981) waktu paruh atau half life (elimination rate) FSH sekitar lima jam. Karena singkatnya waktu paruh FSH ini maka pemberian FSH dalam kegiatan superovulasi pada sapi sebaiknya dilakukan dua kali sehari dengan interval waktu penyuntikan 8-12 jam selama empat hari berturut-turut dengan dosis menurun secara gradual berkisar antara 8 hingga 3 mg. Pemberian berulang ini akan menjamin konsentrasi FSH yang cukup dalam darah untuk menstimulasi perkembangan folikel (Supriatna dan Pasaribu 1992). Hal ini sesuai dengan yang di laporkan Walsh et al. (1993), bahwa sapi heifer yang disuntik pFSH dua ka1i sehari mempunyai jumlah yang lebih tinggi dalam ovulasi, ukuran folikel, embrio yang dihasilkan dan embrio yang dapat dibekukan (freezable embryos) dibandingkan sapi heifer yang disuntik pFSH satu kali sehari. Walaupun demikian tidak ada perbedaan kualitas embrio yang dihasilkan. Hasil yang berbeda dilaporkan oleh Fernandez et al. (1993), hasil penelitiannya mengatakan bahwa superovulasi pada sapi Rubia Galega dengan pemberian FSH satu kali sehari subkutan lebih baik walaupun tidak berbeda nyata dengan pemberian FSH dua kali sehari. lni menunjukan bahwa penggunaan FSH satu kali sehari subkutan akan lebih efektif dan efisien. 
Hasil penelitian Hofmann (1981) telah membuktikan efek FSH dalam superovulasi.  Aplikasi FSH untuk superovulasi yang diberikan sebanyak 10 kali penyuntikan intramuskular dua kali  per hari yaitu pagi sore selama 5 hari  superovulasi. Dosis FSH menetap 10 mg perhari.   Superovulasi penyuntikan pertama FSH dimulai pada hari ke-10 (D10) siklus kelamin pada sapi Frisian Holstein yang memiliki CL fungsional dengan kualitas baik. Hari ke-13 disuntik dua kali intramuskular pagi sore. Hari ke-10 (D10) sebelum dimulai program superovulasi CL dan hasil superovulasi pada hari ke-15 (D15)  ovaria diperiksa secara fisik menggunakan laparoskop. Hasil penyuntikan FSH menunjukkan reaksi superovulasi yang baik dengan membesarnya ukuran ovaria dan adanya folikel-folikel matang siap ovulasi. Pada hari ke-10 setelah estrus karena superovulasi terbentuk banyak Cl yang menunjukkan folikel-folikel hasil penyuntikan FSH dapat berlanjut dengan proses ovulasi (Gambar 7).
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Gambar 7  Foto laparoskop ovaria sapi hasil superovulasi pada saat estrus dan setelah pemanenan embrio (Hofmann 1982).

Hasil survey Muawanah (2004) menyatakan bahwa ternak donor yang disuperovulasi dengan FSH dosis 36 mg aplikasi dua kali sehari selama empat hari mempunyai respon superovulasi yang paling rendah (44,44%) dibandingkan dosis 37, 38, 40, dan 44 mg (83,33%; 62,50%; 73,33% dan 83,33%), tetapi mempunyai jumlah embrio laik transfer perdonor yang lebih tinggi. Oleh karena itu, dia menyimpulkan bahwa dosis 36 mg cukup optimal digunakan sebagai hormon superovulasi. 
Penggunaan FSH untuk superovulasi tidak terbatas pada program transfer embrio tetapi juga dapat dijadikan terapi pengobatan pada kasus idiopathic infertility. Deng dan Clark (2004) melaporkan bahwa superovulasi menggunakan FSH dan inseminasi intrauterine merupakan cara yang aman dan efektif dalam mengobati idiopathic infertility. 


3.3  Pregnant Mare Serum Gonadotropin (PMSG)
Secara kimiawi PMSG merupakan glikoprotein dengan berat molekul 64.000 dalton dan terdiri atas subunit alfa yang berat molekulnya 44.000 dalton dan subunit beta yang berat molekulnya 17.000 dalton (Christakos dan Bahl 1979, diacu dalam Supriatna et al. 1996). Konsentrasi dan susunan asam-asam amino dari PMSG subunit (alfa dan beta) mirip dengan FSH dan LH. Kedua subunit tersebut secara terpisah sendiri tidak mempunyai aktivitas biologis, akan tetapi jika bersatu dengan. subunit yang sesuai dari FSH dan LH endogen, dapat menimbulkan aktivitas biologis dari ovaria (Papkoff 1978). Hormon gonadotropin ini terdapat pada serum darah kuda bunting muda dengan konsentrasi tinggi. Hormon ini dihasilkan oleh mangkok-mangkok endometrium uterus kuda bunting dari kira- kira 40 sampai 120 hari masa kebuntingan dan tidak disekresikan melalui urine tetapi terdapat dalam konsentrasi tinggi dalam serum darah kuda (Hafez 1987 ). 
Mekanisme kerja PMSG sebagai agen superovulasi dalam menstimulasi perkembangan folikel-folikel tambahan lainnya melalui beberapa cara yaitu diantaranya, 1) folikel-folikel kecil (primordial follicles) direkrut dan dipercepat pertumbuhannya menjadi folikel yang berkembang (growing follicles), 2) meningkatkan jumlah folikel preantral, 3) meningkatkan pertumbuhan folikel- folikel antral baik yang kecil maupun yang besar sehingga proporsi folikel antral yang mengalami atresia akan menurun, dan 4) menyelamatkan folikel atresia (stadium ringan) kembali dapat tumbuh berkembang dan ovulasi (Cahill 1982, diacu dalam Supriatna et al. 1996). Pastorova et al. 1998, melaporkan bahwa pemberian PMSG meningkatkan konsentrasi noreepineprine pada hifofise, tetapi tidak ada perubahan terhadap epinephrine dan dopamine. 
Yusuf (1992) melaporkan bahwa dosis PMSG 2.000 IU dibandingkan dengan dosis 1.000 IU dan dosis 3.000 IU merupakan dosis terbaik dalam menimbulkan respon superovulasi pada sapi. Dosis 3.000 IU dapat digunakan dalam kegiatan superovulasi namun tidak memberikan lebih banyak embrio dan juga tidak memperbaiki kualitas embrio bahkan meningkatkan jumlah folikel persisten. lni menandakan semakin tinggi dosis PMSG, pengaruh respon negatif makin terlihat yaitu semakin banyaknya folikel persisten dan proporsi embrio laik transfer yang rendah. 
Hormon gonadotropin eksogen PMSG dapat menstimulasi pertumbuhan dan pematangan folikel yang telah ada pada kedua ovaria sapi. Pada program superovulasi, hormon gonadotropin hanya diperlukan untuk stimulasi pertumbuhan dan pematangan folikel. Selanjutnya proses ovulasi folikel-folikel tersebut diambil alih oleh hormon gonadotropin endogen yaitu dalam hal ini luteinizing hormone. Stimulasi pertumbuhan dan pematangan folikel hanya diperlukan sekitar empat hari dan selanjutnya harus dihentikan, ovulasi terjadi dengan proses fisiologis internal dan merubah seluruh folikel yang ovulasi menjadi korpus luteum (Supriatna et al. 1996) (Gambar 8).
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Gambar 8  Ovaria sapi hasil superovulasi menggunakan PMSG (Supriatna et al. 1996).

3.4  Superovulasi Komparatif antara PMSG dengan FSH 
Menurut hasil penelitian Pastorova (1998) bahwa pemberian FSH untuk superovulasi menyebabkan peningkatan konsentrasi epinephrine dan noreepinephrine di eminentia mediana (EM). Pada hifofise FSH meningkatkan epinephrine, sedangkan pada efifise FSH meningkatkan noreepinephrine tetapi menurunkan konsentrasi dopamine. Sedangkan pemberian PMSG meningkatkan konsentrasi noreepineprine pada hifofise, tetapi tidak ada perubahan terhadap epinephrine dan dopamine. Pengaruh hormon gonadotropin eksogen dalam mengubah konsentrasi catecholamine menunjukan bahwa pengaruh FSH terutama pada eminentia mediana dan hifofise, sedangkan PMSG pada efifise. 
Munoz et al. (1995) melaporkan superovulasi menggunakan FSH mempunyai jumlah ovulasi yang lebih tinggi dan berbeda nyata dibandingkan PMSG. Dengan FSH, hasil fertilisasi in vitro (FIV) cenderung sama dengan embrio normal dan jumlah embrio abnormal jauh lebih sedikit dibanding superovulasi yang distimulasi PMSG. 
Hasil penelitian Harsono (2001), respon superovulasi lebih tinggi dibandingkan dengan PMSG baik pada sapi perah maupun pada sapi potong. Respon superovulasi oleh FSH tertinggi terlihat pada sapi potong, sedangkan jika menggunakan PMSG respon tertinggi terdapat pada sapi perah. Potensi menghasilkan embrio FSH jauh lebih tinggi dibandingkan dengan PMSG. 
Papova et al. (2002) meneliti bahwa pada tikus Sprague-Dawley yang belum dewasa menunjukkan superovulasi menggunakan PMSG sama efektifnya dengan menggunakan FSH. Dengan demikian untuk transgenik tikus lebih baik menggunakan PMSG karena lebih murah dan mudah aplikasinya. Penelitian ini juga menunjukan bahwa dosis hCG yang diberikan setelah PMSG sangat mempengaruhi hasil superovulasi. Sedangkan pemberian hCG setelah FSH tidak mempengaruhi hasil ovulasi. 
Dalam studi banding PMSG dan FSH, Schmitz (1986) mengungkapkan bahwa, a) CL terpalpasi pada perlakuan FSH lebih tinggi daripada PMSG. Perbedaan ini sangat berarti. Jumlah CL terpalpasi akan menurun dengan makin seringnya donor distimulasi (P<0,05) dan hal ini tidak tergantung pada preparat yang digunakan, b) folikel persisten lebih banyak tcrbentuk pada superovulasi pertama daripada kedua ketiga (P<0,05). Sama pada kedua perlakuan baik FSH maupun PMSG, c) Jumlah embrio terkoleksi pada donor yang distimulasi FSH rataanya 4,9 embrio, lebih tinggi daripada donor perlakuan PMSG dengan rataan 3,6 embrio. Pada pengulangan superovulasi jumlah rataan ini juga akan menurun. Penurunan jumlah embrio terkoleksi lebih cepat dan lebih besar pada PMSG daripada FSH. 
Penelitian yang membandingkan aplikasi hormon FSH versus PMSG disertai dengan rute aplikasi penyuntikan antara intramuskular dan intraovari pada sapi Simbrah telah dilakukan oleh Adriani et al. (2007). Dalam penelitiannya menunjukkan bahwa aplikasi terbaik adalah superovulasi menggunakan 40 mg FSH  dengan dosis menurun.yang disuntikan melalui rute intramuscular.  Superovulasi  FSH tersebut menghasilkan  corpus luteum sekitar  9,0 ± 4,68. Penelitian kaji banding hormone FSH dan PMSG dengan rute intramuscular dan intraovari dilakukan kembali pada sapi Brahman cross, dan hasilnya tetap menunjukkan yang terbaik aplikasi 40 mg FSH dengan rute aplikasi intramuscular (Adriani et al. 2009)

3.5  Kombinasi FSH dan PMSG 
Secara umum, hubungan dosis-rataan respon ovaria dengan dosis PMSG dapat diplot, tetapi keragaman dalam respon akan meningkat dengan meningkatnya dosis. Pregnant mare serum gonadotropin memiliki biopotensi yang tinggi dalarn stimulasi ovaria. Sayangnya dosis tinggi PMSG dapat meningkatkan keragaman sel telur, abnormalitas sel telur dan banyaknya folikel persisten. Untuk mengurangi efek negatif PMSG, Ryan et al. (1991) mengkombinasikan FSH dengan PMSG dosis sedang. Penelitiannya menunjukan bahwa respon ovulasi yang lebih tinggi diperoleh pada sapi yang disuperovulasi dengan kombinasi FSH dan PMSG dosis sedang dibanding pemberian FSH saja. Penelitian itu sejalan dengan penelitian selanjutnya oleh Armstrong et al. (1994) bahwa ketika FSH yang diaplikasikan satu kali sehari bersama dosis rendah PMSG, perkembangan folikel dan oosit terkoleksi sama dengan respon superovulasi oleh FSH dua kali sehari. 
Hal ini kembali diperkuat oleh Yamada et al. (1996) bahwa kombinasi dosis rendah PMSG dengan FSH merupakan hormon gonadotropin superovulasi yang lebih efektif dan efisien dibanding pemberian FSH atau PMSG saja. Kombinasi ini menimbulkan respon ovulasi yang tinggi tanpa meningkatkan folikel persisten. Penelitian Yamada et al. (1996) juga menunjukan bahwa tidak ada perbedaan yang berarti dalam rataan ovulasi maupun embrio yang terkoleksi antara pemberian FSH+PMSG menggunakan penyuntikan FSH satu kali sehati dibandingkan dengan pemberian FSH+PMSG menggunakan penyuntikan FSH dua kali sehari. 
Berbeda dengan peneliti yang lain Cseh et al. (1993) melaporkan tidak ada perbedaan yang berarti antara metode aplikasi pemberian PMSG tunggal dibandingkan kombinasi PMSG dan FSH.  Rata-rata jumlah CL (PMSG 8,7 ; PMSG+FSH 8,6) dan embrio laik transfer (PMSG 5,5 ; PMSG+FSH  6,2) tidak berbeda antara kedua grup. Embrio terkoleksi tidak berbeda antara kedua grup.  Proporsi embrio laik transfer (PMSG 83,2% ; PMSG+FSH 86%), oosit tidak terfertilisasi (PMSG 10,4 % ; PMSG+FSH 7,9%) dan embrio degenerasi (PMSG  6,4% ; PMSG+FSH  6,1%) tidak berbeda antara kedua grup. jumlah embrio laik transfer berkorelasi positif dengan jumlah hewan bunting. 
3.6  Antibodi (Immunoglobulin) Anti PMSG Dalam Superovulasi 
Menurut Samik (2001), walaupun PMSG sangat potensial dalam menstimulasi fungsi ovarium, namun waktu paruh yang panjang dalam sirkulasi darah yaitu 118-123 jam memungkinkan untuk menginduksi pertumbuhan dan perkembangan folikel tanpa diikuti ovulasi. Hal ini disebabkan residu PMSG yang masih beredar dalam peredaran darah dan masih memiliki aktivitas biologis akan terus menstimulasi ovaria. Menurut Supriatna et al. (1996), adanya residu PMSG dengan biopotensi aktif dalam sirkulasi darah akan menimbulkan negative rebound effect terhadap hifofise sehingga LH tidak disekresi. Ovaria yang terus terstimulasi disertai tidak adanya sekresi LH akan menghasilkan folikel-folikel persisten (tidak ovulasi). Untuk mengatasi pengaruh negatif PMSG tersebut perlu diberikan bahan yang mampu membatasi masa kerja PMSG yaitu dengan rnembuat antibodi anti PMSG sehingga angka ovulasi dapat ditingkatkan. Menurut Samik (2001) antibodi poliklonal anti PMSG mampu melawan kerja PMSG dalam waktu satu jam setelah penyuntikan. Biopotensi antibodi poliklonal anti PMSG dalam melawan kerja PMSG terletak pada pengenceran 1/20, yang berarti 1 ml antibodi poliklonal anti PMSG mampu menetralisir 1000 IU PMSG. 
Pengaruh ovine antiserum PMSG terhadap efek superovulasi PMSG pada dornba Merino dan sapi Hereford telah dipelajari. Jika antiserum diberikan 24 jam setelah penyuntikan PMSG maka efek superovulasinya akan dinetralisir. Begitu pula jika interval waktu diperpanjang menjadi 72 jam, angka ovulasinya tidak sama dengan grup yang hanya memperoleh PMSG saja. Akan tetapi derajat overstimulasi pada ovaria berkurang pada perlakuan antiserum. Selain itu antiserum PMSG masih juga diperlukan dalam waktu lebih dari 120 jam untuk rnelengkapi hasil superovulasi. 
Dieleman et al. (1993) dalam reviewnya menyatakan tidak ada perbedaan efektivitas komparatif antara antibodi monoklonal anti PMSG dibandingkan dengan antibodi poliklonal anti PMSG. Dua faktor utama yang menentukan hasil dari metode aplikasi kombinasi PMSG-anti PMSG adalah 1) waktu penyuntikan anti-PMSG. Waktu yang tepat penyuntikan anti-PMSG adalah sesaat setelah LH peak, 2) respon yang bervariasi pada setiap sapi. 
Menurut Supriatna et al. (1996), penyuntikan 2,5 ml monoklonal anti PMSG i.v. yang diaplikasikan 60 jam dan 72 jam setelah penyuntikan PGF2α pertama dapat memperbaiki efek superovulasi 2500 IU PMSG dalam hasil panen embrio, baik berupa peningkatan produksi embrio per donor, peningkatan kualitas embrio, rnaupun peningkatan embrio laik transfer. Demikian pula stimulasi ovaria dapat diperbaiki dengan adanya peningkatan jumlah CL perdonor disertai penekanan pernbentukan jumlah folikel. Pada penyuntikan 2,5 ml monoklonal anti PMSG i. v. yang diaplikasikan 36 jam setelah penyuntikan PGF2α pertama (72 jam setelah penyuntikan PMSG) dapat meniadakan biopotensi PMSG dalam efek superovulasi. Sedangkan penyuntikan 2.5 ml monoklonal anti PMSG i.v. yang di aplikasikan 48 jam setelah penyuntikan PGF2α pertama (84 jam setelah penyuntikan PMSG) tidak meniadakan respon ovaria tetapi mengurangi respon superovulasi. 
Pintado et al. (1998) melaporkan rata-rata embrio laik transfer terkoleksi dari perlakuan menggunakan PMSG-anti PMSG (rata-rata 5,75) lebih tinggi dan berbeda nyata dibandingkan kontrol yang hanya mendapatkan PMSG saja (rata- rata 2,74). Walaupun demikian tidak ada perbedaan nyata dalam respon superovulasi. Dari hasil penelitiannya mereka berpendapat bahwa penggunaan antibodi anti PMSG untuk superovulasi merupakan cara yang ampuh dalam meningkatkan jumlah embrio hidup (viable embryos) terkoleksi. 
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