BAB V
PROSEDUR DAN TAHAPAN PELAKSANAAN PROGRAM TRANSFER EMBRIO
 
5.1  Pengelolaan Donor
5.1.1  Pemilihan Donor 
Dalam pemilihan dan penentuan seekor ternak untuk dijadikan donor haruslah memiliki beberapa kriteria seleksi. Nilai seekor donor akan tergantung dan sesuai dengan konsep seleksi donor dari suatu sistim baku penilaian yang berbeda. Ternak sapi secara intrinsik bernilai dari daging, susu, dan produk lain yang dihasilkannya, selain itu dapat pula dipengaruhi oleh situasi pasar. Dimasa lalu dan sampai saat ini, kelangkaan dan promosi memberikan nilai tambah atau pengaruh yang positif terhadap harga pasar daripada nilai genetik dari ternak itu sendiri. Seharusnya nilai genetik (kemampuan untuk menurunkan sifat-sifat yang diinginkan pada ternak) merupakan pertimbangan atau kriteria yang terpenting.  
Sampai saat ini, TE secara ekonomis hanya layak untuk sapi bibit unggul, meskipun biaya pelaksanaan telah tereduksi secara nyata dengan adanya kemajuan-kemajuan dalam beberapa metoda transfer embrio seperti teknik pemanenan dan pemindahan embrio tanpa bedah, angka kebuntingan yang naik dalam teknik pengelolaan embrio beku. Saat ini bibit unggul yang elite dan top 10% dari populasi, secara ekonomis dapat dijadikan sebagai donor. Untuk mendapat donor yang terbaik, digunakan konsep seleksi yang didasarkan pada tiga kriteria pokok yang normatif, yaitu 1) memiliki genetik unggul (genetic superiority) 2) memiliki kemampuan reproduksi (reproductive ability) 3) pemasaran keturunannya memiliki nilai pasar (market value of progeny). Keunggulan genetik penting karena merupakan tujuan dasar dari TE yaitu meningkatkan kontribusi gen yang unggul dari pihak induk sapi dengan sejarah reproduksi yang baik seperti beranak teratur dan tidak pernah mengalami kesulitan melahirkan. Akhirnya nilai pasar mempunyai peranan yang berarti jika biaya program TE paling sedikit dapat diatasi oleh harga pasar dari keturunannya. Transfer embrio merupakan bisnis yang mahal dan banyak peternak penghasil embrio tidak mampu menjalankan program TE dengan donor-donor tertentu yang keturunannya kelak memiliki prospek penjualan yang lebih rendah daripada keuntungan yang diharapkan. 
Ditinjau dari sudut kriteria keunggulan genetik, induk sapi potong yang akan dijadikan donor, diperlukan pengukuran mengenai sifat-sifat maternal breeding value, weaning breeding value, dan yearly breeding value. Pengukuran sifat-sifat tersebut diarahkan untuk menghasilkan rata-rata pertumbuhan pre- dan pascapenyapihan lebih besar serta menghasilkan lebih banyak daging terpasarkan per populasi ternak. Program evaluasi bibit pejantan sapi pedaging secara obyektif menentukan keunggulan genetik nilai prestasi induk dari pejantan bibit. 
Untuk menentukan sapi perah sebagai donor diperlukan data keunggulan genetik melalui: 
a) Cow index (CI).
Index ini meliputi performance ternak sapi itu sendiri, prakiraan prestasi (predicted difference) dari bapaknya dan CI dari induk sapi tersebut. Cow index ini di Amerika dihitung oleh United States Department of Agriculture (USDA) pada test resmi, dan ternak harus memiliki nomor registrasi yang sah. Sapi elite Friesian Holstein yang dapat dijadikan kandidat potensial adalah sapi dengan CI + 800 lbs. susu (99%) dapat juga dengan index + 300 lbs. susu (90%). Sekarang peringkat CI berdasarkan produksi susu diganti dengan CI berdasarkan peringkat jumlah produksi susu yang dikonversi kedalam satuan uang (dolar). Ternak sapi dengan peringkat 90% (top 10% breed) memiliki CI $38 atau lebih tinggi. Jika sapi tadi berperingkat top 1% dari Friesian Holstein, maka ternak tadi akan memiliki CI $ 96.  United States Department of Agriculture menggunakan tingkat penyaringan (screening level) untuk menentukan sapi elite. Sapi terpilih harus memiliki prestasi rata-rata bangsa, atau lebih tinggi untuk persentase lemak susu, persentase protein dan atau persentase solids non fat (SNF). 
Ternak sapi yang terpilih sebagai donor direkomendasikan telah mengalami fase laktasi sekali dan lebih disukai dua kali atau lebih. Semakin lengkap data yang diperoleh dari donor dan induknya, semakin akurat angka CI, karena angka pengulangan (repeatability) meningkat. 
b) Keserasian Tipe. 
Donor harus memiliki keserasian tipe yang tinggi, lebih disenangi memiliki score 85 atau lebih. Direkomendasikan juga sebaiknya sapi berumur lebih dari 5 tahun dan diklasifikasikan sekali setelah 5 tahun karena score tersebut permanen. Kelenjar susu (mamary system) harus sangat baik atau lebih baik dan memiliki score penilaian linear diatas 30. Donor harus memiliki score linear 20-30 untuk kaki dan bagian belakang. Semakin tinggi score seluruh klasifikasi, semakin banyak kode linear score ideal kategori (Thompson et al. 1983) maka transmisi genetik untuk keserasian tipe akan semakin kuat. 
5.1.2  Kesehatan dan Makanan
Donor yang potensial harus dalam keadaan sehat. Ternak sapi yang kurang sehat biasanya tidak berespons terhadap superovulasi, karena sistim reproduksi sangat sensitif terhadap gangguan dalam fungsi tubuh secara umum. Di beberapa negara, sesuai dengan peraturan kesehatan hewan yang berlaku, donor harus divaksinasi misalnya dengan infectious bovine rhinotracheitis (IBR), bovine diarrhea (BVD), parainfluenza III (PI3), penyakit klostridia atau leptospirosis. Kesehatan populasi ternak juga dilindungi melalui peraturan karantina yang ketat, test darah dan vaksinasi. Program kesehatan ternak harus memenuhi persyaratan dan peraturan yang berlaku. Sebagai tambahan, pelaksanaan TE haruslah familiar dengan regulasi penggolongan tipe darah dari ras ternak, pejantan dan keturunan yang dihasilkan. Data tersebut haruslah diinformasikan kepada peternak pemilik donor. Umumnya persatuan peternak pemilik donor menghendaki identifikasi donor dengan tato dan atau surat keterangan (registration paper) sebelum program transfer embrio dilaksanakan. 
Baik obesitas maupun kondisi ternak yang jelek akan menurunkan tingkat kesuburan. Karenanya donor harus diberi makan untuk memperoleh atau sebaliknya menurunkan berat badan supaya mendapatkan kondisi tubuh yang optimum. Air bersih dan segar, garam mineral pelengkap dan konsentrat harus tersedia. Donor harus mendapat rasio ransum yang baku. Beberapa donor memerlukan makanan yang agak berlebih, sedangkan yang lainnya memerlukan pengurangan makanan. Ternak yang tua, penakut dan yang lemah sebaiknya dikandangkan terpisah. Nutrisi ternak dimonitor secara cermat. Induk dan pedet dikandangkan bersama dan memperoleh makanan setiap saat. 
5.1.3  Penentuan dan Penetapan Siklus Kelamin Donor 
Penentuan estrus merupakan faktor kunci keberhasilan TE. Siklus kelamin donor dikatakan akurat jika program superovulasi yang dijadwalkan sesuai dengan estrus yang diantisipasi. Siklus kelamin normal memiliki keteraturan dalam interval panjang siklus. Jika interval siklus kelamin bervariasi, pemberian hormon superovulasi yang ceroboh akan menyebabkan tidak sinkron dengan pola hormonal sapi normal. Dengan perkataan lain, jika siklus kelamin abnormal program superovulasi dapat gagal. 
Prediksi tipe siklus kelamin donor adalah sangat penting, paling sedikit satu siklus kelamin normal harus diamati sebelum donor masuk program superovulasi. Transportasi dapat merubah siklus kelamin secara temporer. Makanan dan kondisi manajemen yang berbeda dapat merubah data estrus terdahulu, meskipun data tersebut berguna akan tetapi tidak dapat digunakan sebagai pedoman tindakan awal dari superovulasi. Jika terjadi ketidak teraturan siklus kelamin, donor harus dimonitor lebih lama lagi dan pemeriksaan lengkap dibuat untuk menentukan penyebab abnormalitasnya. Beberapa donor dapat dibandingkan bersama. Siklus kelamin tidak dapat dimonitor selama periode karantina tanpa adanya ternak pelacak berahi (teaser animal). 
5.1.4  Superovulasi Donor
Ternak sapi termasuk hewan menyusui unipara, polyovulasi maupun kelahiran kembar jarang terjadi. Selama masa produktivitasnya setiap induk sapi rata-rata melahirkan empat ekor pedet, walaupun pada ternak sapi dewasa kelamin jumlah folikel primer di kedua ovaria sekitar 100.000. Reservoir oosit ini begitu besarnya dan tidak pernah atau belum dapat digunakan secara maksimal. Banyak upaya melalui metoda-metoda biologis untuk memobilisasi potensial berupa oosit dalam kedua ovaria untuk dikonversi menjadi pedet. 
Pada masa kini dengan menggunakan metoda bioteknik telah berhasil memobilisasi potensi oosit dan meningkatkan daya gunanya, walaupun upaya ini belum membuahkan hasil konversi yang maksimal. Salah satu metoda biologis yang telah digunakan dalam upaya meningkatkan jumlah ovulasi untuk memperoleh hasil berupa oosit yang fertil, viabel dengan jumlah yang lebih banyak dari jumlah oosit yang diovulasikan secara alami. Mobilisasi oosit sering mendapat sebutan ilmiah dengan stimulasi, multiple ovulation and embryo transfer (MOET) atau superovulasi. Pemberian hormon gonadotropin eksogen akan menimbulkan proses pertumbuhan, perkembangan, pematangan dan ovulasi dari sejumlah besar folikel ternak sapi. Superovulasi dapat dilakukan melalui beberapa cara yang berbeda, diantaranya perbedaan dalam pemberian dosis, preparat dan prosedur pelaksanaannya. 
Pada waktu lahir kedua ovaria pedet mengandung seribu kali lebih banyak oosit dari pada oosit yang akan matang dan diovulasikan. Folikel-folikel dengan oosit yang dengan dikandungnya secara tetap dan berkesinambungan mengalami degenerasi selama aktivitas reproduksi seekor ternak. Folikel yang berdegenerasi ini akan menjadi folikel atretik. Proses ini secara rutin biasanya terjadi pada pertengahan siklus kelamin yaitu antara D8-D12 atau stadium bifase. Dalam perkembangan ilmu reproduksi saat ini dikenal gelombang folikel. Dalam satu siklus kelamin dapat terjadi 2-4 gelombang folikel, umumnya dua gelombang folikel yang biasanya gelombang folikel pertama terjadi dipertengahan siklus kelamin.  Pada setiap gelombang folikel akan direkrut sekitar 10-15 folikel, kemudian diseleksi yang dapat tumbuh berkembang sekitar 3-5 folikel.selebihnya akan berdegeneasi dan menjadi atretik.. Dari 3-5 folikel yang dapat berkembang hanya satu yang menjadi matang disebut folikel dominan, dan yang lainnya pertumbuhannya terhambat menjadi dan menjadi folikel subordinat. Pada pertengahan siklus kelamin (gelombang folikel) biasanya tumbuh 3-5  folikel dengan diameter lebih kecil dari 5-8 mm. Dahulu folikel-folikel ini disebut parasiklus folikel yang tidak dapat ovulasi tetapi akan berdegenerasi dan menjad atretik. Parasiklus folikel ini dapat ovulasi jika diberi hormon eksogen. Parasiklus folikel atau folikel-folikel yang drekrut tadi yang tadinya tidak dapat berkembang menjadi matang dan ovulasi, potensi biologisnya dengan superovulasi akan dikembangkan dan ditingkatkan menjadi folikel- folikel yang matang dan siap ovulasi.. 
Mekanisme kerja hormon superovulasi masih belum jelas, tetapi mungkin mengembalikan viabilitas beberapa folikel dari degenerasi. Hormon gonadotropin yang disuntikkan selama fase luteal dalam suatu siklus kelamin akan menstimulir pematangan sejumlah besar follikel. Pemberian hormon tersebut harus dimulai sebelum level progesteron menurun (Chupin dan Procureur1982, Greve et al. 1984). Sebelum superovulasi dimulai, siklus kelamin donor harus diamati paling sedikit satu siklus normal. Jika panjang interval siklus kelamin tidak teratur atau abnormal, pengamatan dilakukan lebih lanjut dalam siklus-siklus berikutnya. Jika panjang siklus agak tidak teratur, harus dilakukan pemeriksaan ginekologis yang lengkap untuk mengetahui apakah terdapat hal-hal patologis dari saluran reproduksi. 
Dalam dekade tahun 1970-an, hormon standar untuk superovulasi adalah PMSG, dan sampai saat ini masih banyak digunakan di banyak negara. Diawal 1980, ada beberapa tim transfer embrio yang menggunakan hMG untuk superovulasi pada sapi. Hasil yang ditimbulksn oleh hMG adalah baik, akan tetapi pemakaian praktis di lapangan secara ekonomis belum layak dan secara teknis pelaksanaan masih sedikit rumit karena waktu paruhnya (half life) yang pendek (Critser et al. 1982, Lauria et al. 1982). Sebagai tandingan di kelas yang paralel adalah FSH. Superovulasi dengan FSH menghasilkan lebih banyak corpora lutea dan viabel embrio, daripada PMSG.  Selain itu PMSG menimbulkan respon yang sangat bervariasi pada seekor ternak sapi yang sama walaupun dosis yang diberikan identik. Beberapa ternak sapi tampak tidak berespon (refractory) setiap saat pemberian PMSG, yang lainnya kadang-kadang berespon (refractory intermittenly) dan sebagian lain lagi responnya berkelebihan (over respon) disertai pembesaran ovarium sampai ukuran kepalan tangan atau ukuran jeruk. Respon dengan 20-30 ovulasi pada sebuah ovarium adalah spektakuler, tetapi jarang diperoleh embrio yang viabel atau kualitas embrio yang dihasilkannya jelek. Dengan ovarium yang sangat membesar tersebut akan terjadi kesulitan pengambilan ova oleh fimbriae saluran telur, sehingga tidak jarang hasil koleksi atau pembilasan sangat rendah. Produksi progesteron yang ekstrim dari multiple corpora lutea dan folikel yang luteinisasi mungkin merubah kecepatan transportasi sperma atau ova dalam saluran telur. Tampaknya respon superovulasi yang ideal diasosiasikan dengan ovaria yang berukuran sebesar telur ayam, dan setiap ovarium memiliki 5-10 folikel yang akan ovulasi. 
Dari beberapa penelitian superovulasi berespon sangat baik jika superovulasi dimulai hari ke-9 sampai dengan ke-14.  Follicle stimulating hormone (FSH) menstimulir pertumbuhan dan pematangan folikel. Waktu paruh FSH pada sapi antara dua sampai lima jam. Pemberian pada donor dilakukan secara berulang dalam delapan kali suntikan (dosis 6-7 mg per suntikan di awal dan menurun sampai 2 mg diakhir superovulasi). Interval penyuntikan adalah setengah hari (12 jam), biasanya diberikan pada pagi dan petang setiap hari selama empat hari. Pemberian berulang ini akan menjamin konsentrasi FSH yang cukup dalam darah untuk menstimulir perkembangan folikel. Penyuntikan PGF2α dalam kombinasi dengan FSH adalah untuk mengetahui interval antara akhir pemberian gonadotropin dengan timbulnya estrus (Donaldson 1983). Jika PGF2α diaplikasikan pada ternak sapi yang disuperovulasi maka estrus timbul dua hari kemudian, sedangkan yang tidak disuperovulasi biasanya terjadi dalam tiga hari. Perbedaan ini mungkin terjadi akibat adanya level estrogen yang tinggi pada sapi yang disuperovulasi. Sebagai contoh, jika aplikasi FSH dalam superovulasi dimulai pada D10 dan diikuti aplikasi PGF2α  pada D13 biasanya donor akan berahi pada D15.  Prostaglandin (PGF2α) memiliki kelebihan berupa fleksibilitas dalam pengaturan estrus donor, atau menghindari hari libur ataupun memperbaiki kemanjuran superovulasi. Sebagai salah satu contoh pelaksanaan protokol superovulasi menggunakan FSH pada donor sapi perah FH dapat diliha pada Tabel 3.
Tabel 3  Jadwal penyuntikan hormone FSHdalam skedul superovulasi pada sapi perah dan sapi dwiguna (dual purpose breed)
	Hari (D)
	0. Estrus
	Sapi perah
	Sapi dwiguna

	10

11

12

13


14

15

22
	pagi.*
sore
pagi
sore
pagi
sore
pagi

sore
pagi
sore
pagi
sore.
	-
6 mg FSH
6 mg FSH
5 mg FSH
5 mg FSH
4 mg FSH
3 mg FSH +
Prostaglandin
3 mg FSH
2 mg FSH
-
-
AI + hCG 3.000
Panen embrio (flushing)
	-
7 mg FSH
7 mg FSH
6 mg FSH
6 mg FSH
4 mg FSH
4 mg FSH +
Prostaglandin
4 mg FSH
4 mg FSH
-
-
AI + hCG 3.000


     * Superovulasi dapat dimulai antara D9-D14 setelah estrus 
 
Penambahan LH dalam FSH adalah tidak penting. Beberapa tahun yang lalu, produksi preparat FSH tersedia dalam bentuk campuran dengan LH. Perbandingan kombinasi FSH LH adalah lima berbanding satu. Mungkin dalam sederetan preparat FSH mengandung terlalu banyak LH untuk respon yang optimal. Pada ternak sapi yang disuperovulasi, LH eksogen tidak diperlukan untuk menginduksi ovulasi (Chupin et al. 1984). Pada umumnya LH surge endogenous terjadi dengan sendirinya karena superovulasi tadi, akan tetapi beberapa tim menyuntik GnRH pada awal estrus. Dalam beberapa kasus, folikel-folikel mungkin ovulasi selama periode waktu 24 jam. Jika hal ini terjadi, kemungkinan banyak ova yang tidak terfertilisasi. Beberapa cara superovulasi dengan berbagai macam preparat gonadotropin serta kombinasinya terlihat pada Tabel 4. 
Follicle stimulating hormone (FSH) diperjual belikan dalam bentuk serbuk kering beku liofilisasi (lyophilization, freeze dried) yang dikemas dalam botol kecil (vial). Tiap vial berisi 50 mg FSH. Penjualan FSH ini disertai dengan pelarut 10 ml NaCl fisiologis steril yang dikemas dalam vial yang terpisah. Stok FSH berbentuk kering beku dan cairan pelarut NaCl fisiologis terpisah disimpan dalam temperatur 4 oC dan tahan berbulan-bulan. Serbuk kering FSH baru dilarutkan jika hendak dipakai dalam superovulasi. Konsentrasi 5 mg per ml FSH merupakan volume yang praktis dan mudah ditangani. Follicle stimulating hormone (FSH) dalam bentuk larutan disimpan dalam refrigerator (4 oC) untuk pemakaian singkat, akan tetapi jika terpaksa dipakai dalam  jangka waktu yang lama, larutannya harus disimpan pada -20 °C.  Beberapa tim TE mempersiapkan dan menyimpan FSH yang telah dicairkan pada temperatur 4 oC refrigerator dalam kemasan spoit hypodermik, disposable, dengan diberi label yang jelas terbaca.  Molekul FSH dapat dengan mudah diinaktifkan oleh mikrorganisme (Murphy et al. 1984). Penggunaan berulang spoit hypodermal atau jarum hypodermal jika tidak steril benar sebaiknya dihindari. 

Tabel 4  Penggunaan berbagai macam hormon gonadotropin untuk superovulasi sapi 
	Siklus Estrus Hari ke-
	Aplikasi Hormon Gonadotropin

	
	PMSG
	PMSG-anti PMSG
	FSH
	hMG

	D10
	pagi
	
	
	FSH
	

	
	sore
	PMSG
	PMSG
	FSH
	hMG

	D11
	pagi
	
	
	FSH
	hMG

	
	sore
	
	
	FSH
	hMG

	D12
	pagi
	
	
	FSH
	hMG

	
	sore
	
	
	FSH
	hMG

	D13
	pagi
	PG
	PG
	FSH+ PG
	hMG+PG

	
	sore
	PG
	PG
	FSH+ PG
	hMG+PG

	D14
	pagi
	
	
	
	

	
	sore
	
	
	
	

	D0 So
	pagi
	IB
	IB
	IB
	IB

	
	sore
	IB(+hCG)
	IB(+anti PMSG)
	IB(+hCG)
	IB(+hCG)

	D1 So
	pagi
	IB
	IB
	IB
	IB

	
	sore
	
	
	
	

	D7 So
	
	Flushing
	Flushing
	Flushing
	Flushing



Pada awal program superovulasi sebelum penyuntikan hormon dilakukan pemeriksaan ginekologis ulang, terutama untuk memonitor ukuran ovaria. Melalui palpasi rektal pada hari pertama superovulasi (D10) dapat diketahui kedua ukuran ovaria juga sekaligus struktur fungsionalnya, seperti ada tidaknya corpus luteum dan folikel. Jika, kedua ovaria berukuran sama besar, corpus luteum tidak terpalpasi, dan terdapat folikel besar (> 2,5 cm), maka superovulasi harus ditunda sampai siklus kelamin berikutnya. Jika folikel tadi adalah siste atau diduga akan mejadi siste, dapat disuntik GnRH, tetapi jika folikel tadi mengandung lutein (luteinized follicle) maka ternak harus disuntik dengan PGF2α. 
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Pada hari kelima superovulasi atau lima hari setelah penyuntikan FSH, ukuran ovaria dicatat kembali untuk mengetahui dan menentukan respon dari folikel. Menduga jumlah folikel pada kedua ovaria tidak dapat diperoleh dengan tepat, meskipun demikian ukuran kedua ovaria adalah merupakan indikator yang terbaik untuk mengetahui respon ovarium terhadap hormon superovulasi.    
Palpasi kedua ovaria pada waktu estrus (D0) dan ovulasi (beberapa jam setelah estrus), sangat tidak dianjurkan. Akan tetapi palpasi ovaria sehari atau dua hari sebelum pemanenan embrio (flushing, collection) pada D7 kerap kali berguna untuk menentukan respon dan mengambil keputusan apakah pemanenan dilakukan atau tidak. Pada waktu pemanenan, ovarium sangat membesar, corpora lutea mudah terpalpasi dalam ternak sapi yang responsif. Sering, ovaria dalam ternak sapi yang tidak responsif menjadi lebih kecil atau lebih keras pada waktu pemanenan, dibandingkan dengan waktu pertama kali FSH disuntikkan. Kegiatan pemeriksaan status reproduksi sebaiknya dicatat dalam borang monitoring pelaksanaan superovulasi.disertai dengan gambaran kedua ovaria sebelum superovulasi dan sebelum pemanenan embrio pada D7 setelah estrus yang ditimbulkan oleh superovulasi (Tabel 5). 
Kadang-kadang donor menunjukkan gejala estrus setelah satu atau dua hari setelah penyuntikan FSH yang pertama. Jika ternak tersebut dikawinkan (IB), jarang menghasilkan ova yang terfertilisasi, sehingga dalam hal ini semen beku yang mahal jangan digunakan. Selain itu jika estrus timbul melebihi dua hari dari estrus yang dijadwalkan, maka jarang dilakukan pemanenan embrio. 




Tabel 5  Borang evaluasi pemeriksaan klinis status reproduksi sebelum superovulasi dan sebelum panen embrio.

Form Status Reproduksi Donor Dalam Program
Transfer Embrio


Nama/No.reg. Sapi	: ……………….........   Pemilik : …………………………………..
Breed			: .................................   Alamat  : ......................................................
Umur			: .................................
Jumlah kelahiran 	: .................................
Partus terakhir		: .................................
Siklus interval		: teratur/tidak teratur  (18, 19 20, 21, 22, 23)
Estrus			: sangat jelas/jelas/kurang jelas
Lama estrus		: .................. jam
Estrus terakhir		: Tanggal .................................

	
	Hasil Palpasi Rektal

	
	Ovarium Kiri
	Ovarium Kanan

	

Sebelum Superovulasi
	

Gambar  ovarium kiri




Ukuran Ovarium : ......................
Fol : .................. Ø  ...................
Cl   : .................. Ø  ...................

	

Gambar ovarium kanan




Ukuran Ovarium : ......................
Fol : .................. Ø  ...................
Cl   : .................. Ø  ...................


	

D6/D7 Setelah Superovulasi
	


Gambar ovarum kiri



Ukuran Ovarium : ......................
Fol : .................. Ø  ...................
Cl   : .................. Ø  ...................

	


Gambar ovarium kanan



Ukuran Ovarium : ......................
Fol : .................. Ø  ...................
Cl   : .................. Ø  ...................




Dalam penggunaan berulang dari gonadotropin yang juga merupakan protein, adalah kemungkinan terjadinya reaksi anaphylaxis. Respon imunologis karena penyuntikan berulang dari gonadotropin dapat membatasi berapa kali donor dapat disuperovulasi. Baik FSH maupun PMSG adalah protein dan karenanya mempunyai potensi untuk menginduksi anaphylaxis. Antigenisitas ini menunjukkan bahwa penyuntikan berulang dapat menstimulir terbentuknya anti-gonadotropin, yang mungkin dapat mereduksi respon berikutnya atau mungkin menggangu gonadotropin endogen. Akan tetapi dalam kenyataannya beberapa tim TE di beberapa negara yang sudah maju industri TE-nya, belum pernah menghadapi masalah 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 per tahun. Untuk memonitor dan pengendalian tindakan superovulasi dapat direkam dalam Tabel 6.
Tabel 6   Form pemberian hormon superovulasi inseminasi buatan (IB) pada donor

Nama/No. Reg. Donor :  ....................................................................

	Siklus
Berahi
(Hari ke-)
	Hormon
Perlakuan
	Waktu
Penyuntikan
	Dosis mg atau
unit
	
Route

	
D10
	
	pagi
	
	

	
	
	sore
	
	

	
D11
	
	pagi
	
	

	
	
	sore
	
	

	
D12
	Prostaglandn
	pagi
	
	

	
	Prostaglandin
	sore
	
	

	
D13
	
	pagi
	
	

	
	
	sore
	
	

	
D14
	
	pagi
	
	

	
	IB1
	sore
	
	

	
D15
	IB2
	pagi
	
	

	
	
	sore
	
	

	
D16
	
	pagi
	
	

	
	
	sore
	
	



- IB dilakukan dua kali, sesuai dengan waktu berahi tepat
- Pejantan IB         : Nama         :  ......................................................................................
   (Service Sire)       No. Reg.    :   ......................................................................................
- Tanggal Panen Embrio           :   ......................................................................................
   (Flushing date)


. 



5.2  Pengelolaan Resipien
5.2.1  Pemilihan Resipien 
Ada beberapa faktor dalam seleksi ternak untuk mendapatkan suatu kelompok resipien, yaitu 1) keseimbangan diantara kualitas baku, 2) kelayakan ekonomis dan 3) kemudahan untuk memperoleh ternak resipien (availability). Resipien yang ideal adalah umur yang masih muda jika mungkin masih dara, bebas penyakit, sehat dengan kesuburan yang terjamin dan mempunyai kemampuan memebesarkan anak (mothering ability). Resipien tumbuh dengan baik sejak pedet, dapat bunting dan pernah melahirkan tanpa kesulitan. Ras ternak sapi tidak menunjukkan perbedaan yang bermakna walaupun ternak bastar (keturunan silang) umumnya lebih subur. Sapi tua, diatas 10 tahun sebaiknya tidak digunakan karena kemampuan pemeliharaan kebuntingan sudah menurun, walaupun faktor umur bukan merupakan faktor yang penting untuk resipien. Ternak yang liar tidak diharapkan untuk menjadi resipien, jika ditinjau dari aspek penanganan walaupun keberhasilan TE tidak terpengaruhi. 
Kadang-kadang membentuk suatu populasi resipien ideal secara ekonomis tidak menguntungkan. Biaya tambahan yang dikeluarkan untuk pembelian dan alokasi resipien yang ideal dalam pembentukan populasi resipien tidak dapat mengembangkan keberhasilan TE itu sendiri. Sebagian besar ternak yang ditawarkan untuk dijual, selain terlalu muda, kesuburan tidak terjamin, juga umumnya merupakan afkiran dari program pemuliaan karena tidak dapat bunting selama program perkawinan terdahulu. Dalam persentase kecil, sapi-sapi dara mungkin banyak mengalami kesulitan melahirkani akan tetapi berdasarkan pertimbangan bahwa induk-induk sapi ditolak karena tidak subur, maka biasanya sapi dara merupakan prospek yang lebih baik. Selain itu kasus peradangan traktus genitalis pada sapi dara lebih kecil dari induk sapi atau sapi yang pernah melahirkan. 
Pembelian sapi dara bunting akan melengkapi sumber resipien yang subur untuk program yang direncanakan. Sapi dara yang bunting tersebut, dengan pengelolaan yang baik kelak akan dapat dipakai sebagai resipien yang baik dan siap pakai dalam program transfer embrio 60 hari postpartus. Pendekatan ini memerlukan program terencana, sumber makanan yang murah dan informasi mengenai data perkawinan yang menjamin kelahiran pedet tidak diperpanjang berbulan-bulan. 
5.2.2  Kesehatan 
Jika mungkin, peternak membeli ternak dalam jumlah yang banyak (kelompok) dari populasi ternak komersial. Kelompok ternak ini harus diperiksa secara teliti terhadap kesehatan dan status reproduksinya. Sesuai dengan prosedur pemeriksaan ditujukan untuk menentukan abnormalitas dari saluran reproduksi, kebuntingan dini dan penyakit yang mungkin masih dalam masa inkubasi selama periode pembelian. Di beberapa negara pada prinsipnya melalui prosedur yang sama. Salah satu contoh prosedur pemerikssaan adalah sebagai berikut (Colorado-USA). 
1) Isolasi ternak yang baru datang sehingga tidak ada kontak dengan ternak yang ada, makanan, maupun persediaan air yang ada. 
2) Periksa setiap ternak terhadap gejala penyakit, umur, dan kondisi badan. Palpasi rektal untuk penentuan kemungkinan kebuntingan, perlekatan (adhesio), freemartin, dan abnormalitas saluran reproduksi yang lainnya (seperti uterus atau ovaria infantile, folikel siste, dan sebagainya). Ternak yang abnormal sebaiknya segera dijual. Dalam beberapa contoh, ternak yang bunting dapat digugurkan tanpa banyak kehilangan waktu. Periksa apakah ternak telah divaksinasi. 
3) Test setiap ternak terhadap brucellosis, tuberculosis, anaplasmosis dan blue tongue. Reaktor harus segera diafkir. Ternak yang dicurigai tuberculosis harus ditahan 10 hari dan ditest kembali menggunakan test servikal komparatif. Sampel darah harus diidentifikasikan secara tepat dan setiap ternak harus diberi identifikasi yang jelas dan permanen. 
4) Ternak yang baru datang divaksinasi (IBR, BVD, Leptospirosis)-five antigen, dan seven clostridial diseases- electroid-7). 
5) Sebulan kemudian lakukan test ulang terhadap brucellosis, tuberculosis anaplasmosis dan blue tongue dan lakukan palpasi rektal kembali terhadap kemungkinan tidak terdeteksinya kebuntingan dan abnormalitas. Vaksinasi booster terhadap penyakit klostridia juga diberikan pada saat tersebut. Semua ternak yang abnormal dan positif harus dijual. Ternak yang bunting harus dijual, jika bunting kurang dari sepuluh hari dapat digugurkan.
6)  Sebelum ditransportasi ke lain daerah, perlu diketahui persyaratan kesehatan yang berlaku di daerah yang bersangkutan. 
Berikut ini digambarkan skema proses penyaringan (lihat Gambar 9), semua ternak yang dijadikan resipien dan dikelompokkan kedalam populasi resipien harus mempunyai peluang yang baik untuk TE dan harus memenuhi persyaratan kesehatan baik regional maupun internasional.  Di USA hampir semua negara bagian hanya mengijinkan pemasukan ternak sapi jika ternak tersebut telah divaksinasi terhadap brucellosis. Persyaratan internasional lebih kompleks dan berubah baik oleh suasana politik maupun kesehatan. Selain itu persyaratan karantina mengharuskan observasi yang ketat terhadap resipien setiap hari. Faktor-faktor yang harus diobservasi diantaranya gejala penyakit, luka, kenaikan temperatur tubuh dan infeksi yang semuanya berkorelasi tinggi dengan infertilitas dan beberapa diantaranya dapat menimbulkan abortus.  
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.Gambar 9 Tahapan proses seleksi kelompok resipien pasca transfer embrio. 
5.2.3  Persiapan dan Jumlah Resipien 
Besar jumlah resipien yang diperlukan akan tergantung dari jumlah donor yang diprogram. Pada umumnya populasi sekitar 200 ternak yang telah dikarantina dan paling sedikit tercatat mengalami dua kali siklus kelamin normal, dapat dijadikan sebagai populasi resipien. Berpedoman bahwa satu siklus 20 hari, maka rata-rata lima persen dari populasi atau 10 ekor akan berahi setiap hari. Tidak seluruhnya akan terdeteksi seperti diatas, mungkin dalam beberapa hari akan lebih banyak atau lebih sedikit yang berahi. 
Dalam satu hari dapat saja terjadi 20 ekor resipien berahi. Sistim ini dapat digunakan oleh manajer membuat program TE untuk tidak lebih dari lima atau enam ekor donor per minggu, karena kecukupan resipien yang terpilih dapat disediakan untuk lebih dari 95% embrio. Jika donor yang diprogram lebih per satuan waktu, maka diperlukan lebih banyak lagi resipien kecuali jika sinkronisasi estrus dijalankan dalam populasi resipien. Dalam rangka penyediaan stok 200 yang siap pakai diperlukan sekitar 100 ekor ternak yang harus masuk dalam kandang isolasi resipien untuk program karantina, sehingga penyediaan stok pengganti resipien terjamin (a steady flow of replacement). 
5.3  Penentuan Fase Berahi Resipien Dan Donor
5.3.1 Siklus Kelamin (Siklus Estrus) 
Interval rata-rata siklus kelamin ternak sapi adalah 21 hari dan dibagi kedalam empat fase yaitu proestrus, estrus, metestrus dan diestrus (lihat Gambar 3). Estrus atau fase berahi dimulai jika produksi estradiol mencapai puncak. Fase ini didefinisi sebagai hari ke-O (D0) dari siklus kelamin. Pada saat tersebut ternak sapi akan diam berdiri jika dinaiki oleh sapi yang lain (standing heat). Fase berahi berlangsung sekitar 15 sampai 18 jam. Ovulasi terjadi pada D1 dini setelah fase berahi berakhir. Fase berahi akan dilanjutkan oleh fase metestrus yang biasanya dikarakterisir dan diawali dengan pengeluaran lendir bercampur darah (metestrus bleeding). Fase ini dari D2 sampai D3. Perdarahan metestrus terjadi pada sekitar 90% sapi dara dan 50% sapi induk. Perdarahan metestrus adalah fisiologis normal dan tidak berkorelasi dengan konsepsi. Selama metestrus, CL tumbuh, berkembang dan akan mulai memproduksi progesteron kira-kira pada D4 yang merupakan awal fase diestrus. 
Fase terlama adalah diestrus yang berawal D4 dan berakhir pada D16. Selama fase diestrus CL berfungsi dan menghasilkan progesteron yang berpengaruh terhadap uterus dan memelihara kebuntingan jika konsepsi terjadi akan tetapi jika konsepsi gagal maka CL menjadi tidak berfungsi dan produksi progesteron berhenti pada D16 sampai D18 dari siklus kelamin. Kejadian ini akan diikuti dengan fase proestrus. Pada fase proestrus terjadi perkembangan folikel dengan cepat dan memproduksi estradiol. Peningkatan sekresi estradiol akan disertai gejala-gejala berahi. 



5.3.2 Gejala-Gejala Berahi 
Ternak yang berahi atau mendekati berahi cenderung berkumpul bersama. Jika ada pejantan disekitarnya maka ternak yang berahi berusaha mendekat sedekat mungkin pada pejantan. Biasanya ternak menjadi gelisah, tidak mau diam. Pada sapi perah sering ditandai dengan penurunan produksi susu. Tanda lain menyentuh dan menggeser-geserkan tubuh, menanduk ternak lain, mencium vulva ternak yang lain atau menyandarkan dagu pada bagian belakang ternak yang lainnya. Tanda lain adalah nose to nose posture dengan ternak lain yang estrus atau mendekati estrus. Vulva menjadi lembab, membengkak, warna selaput lendir menjadi berwarna merah jambu (pinker). Sekresi lendir jernih transparan, keluar dari vulva. Sekresi lendir ini dapat berlangsung beberapa hari, dapat sebelum, selama ataupun setelah estrus. 
Ternak sapi yang mendekati estrus akan mempunyai interes menaiki sapi lain yang estrus, akan tetapi tidak mau jika dinaiki ternak lain. Jika ternak sapi tersebut telah mau dinaiki, artinya berdiri diam jika dinaiki ternak sapi yang lain, maka dapat ditetapkan bahwa ternak yang diam berdiri waktu dinaiki (standing heat) benar-benar dalam keadaan berahi (estrus). 
Berahi yang melanjut pada puncaknya, ternak sapi akan memberi posisi kopulasi sewaktu dinaiki. Jika tanah peternakan berlumpur dan basah maka bagian flank sapi berahi akan menjadi kotor karena jepitan kaki depan ternak sapi lain pada waktu menaiki sapi yang berahi. Sapi yang berahi kadang-kadang berbaring, tetapi jika diganggu biasanya yang tercepat atau yang pertama bangun. Pada sapi perah dapat menjadi lebih nervous, sering menendang dan menunjukkan sifat yang menyimpang dari biasanya. 
5.3.3   Efisiensi Deteksi Berahi 
Efisiensi deteksi estrus tergantung dari pengamatan estrus setiap hari dan lamanya setiap pengamatan estrus. Pengamatan yang terus-menerus menghasilkan deteksi sekitar 98%-100% ternak sapi yang estrus. Pengamatan selama satu jam dengan frekwensi dua atau tiga kali selama satu hari akan sudah dianggap baik dan sekitar 81%-91% ternak sapi estrus akan terdeteksi. Pengamatan tidak tetap dan sambil lalu selama aktivitas rutin seperti waktu pemerahan dan memberi makan ternak akan memberikan hasil yang tidak memuaskan karena hanya 50% dari ternak sapi teramati estrusnya selama aktifitas tersebut. 
Sekitar 60% dari ternak sapi, estrus dipagi hari sedangkan 40% estrus di sore hari. Pengamatan baik pada waktu pagi maupun sore hari akan menghasilkan deteksi sekitar 85% sapi akan teramati estrusnya. Pengamatan di siang hari akan menambah nilai 6%-7% yang teramati. Pagi hari pengamatan dilakukan pada jam 6.00. Menurut laporan yang ada pengamatan jam 6.00 pagi lebih baik dari pada jam 7.00 karena akan meningkatkan efisiensi deteksi estrus sebanyak 14%. 
5.3.4 Pelaksanan Teknik Deteksi Berahi Resipien dan Donor
Deteksi estrus harus dilakukan seteliti mungkin supaya dapat menentukan secara jelas waktu fertilitas maksimum yang merupakan waktu terbaik untuk mengawinkan atau menginseminasi. Untuk memperoleh ketelitian dan ketepatan deteksi yang tinggi diperlukan ketrampilan dan kemampuan mengenali dan menginterpretasikan tanda-tanda estrus. 
Program TE yang berhasil memerlukan ketepatan deteksi estrus. Keadaan fisiologi dari saluran reproduksi berubah dengan nyata pada setiap fase yang berbeda dalam satu siklus 
kelamin. Sebagai contoh pada D1 (sehari setelah estrus), keadaan lingkungan saluran telur (oviduct) merupakan milieu yang ideal untuk ovum yang baru difertilisasi, tetapi lingkungan dalam uterus pada hari yang sama merupakan milieu yang lethal. 
Keberhasilan TE tergantung dari derajat sinkronisasi antara donor dan resipien, sehingga deteksi estrus haruslah dilakukan secara tepat, hati-hati dan teliti (Gordon 1982). Selain itu panjang interval siklus berahi harus merupakan panjang interval yang sama. Angka keberhasilan akan sangat tinggi jika resipien estrus dalam satu hari dengan donor. Sinkronisasi satu setengah hari termasuk baik. Jika resipien menunjukkan gejala-gejala estrus di malam hari dan tidak dapat dimonitor baik pada pagi dan petang hari, dapat dikatakan dalam observasi, resipien tersebut estrus satu hari tidak sinkron dengan donor. Seekor ternak sapi tidak dapat dipakai sebagai resipien jika tidak sinkron dengan donor, kecuali ternak yang bersangkutan berahi 17-24 hari sebelumnya. 
Setiap ternak, baik induk sapi maupun sapi dara, diobservasi secara visual setiap hari paling sedikit dua kali untuk menentukan fase berahi yang tepat. Observasi minimal dua kali (lebih sering lebih baik) yaitu pada pagi dan sore hari. Untuk menetapkan atau meyakinkan estrus donor, diperlukan pengecekan lebih lanjut sepanjang hari dan sering ditempatkan pada kelompok sapi yang baru. Setiap ternak digolongkan ke dalam tiga kategori dalam setiap observasi estrus yaitu 1) tidak berahi 2) meragukan (dubious) atau 3) berahi (standing heat). Tanggal, nomor registrasi atau nama ternak dan waktu pagi atau petang juga dicatat (lihat Tabel 7). 
Tabel 7  Pencatatan harian data berahi ternak berdasarkan hasil pengamatan deteksi berahi 
	Tanggal
Pengamatan dimulai dari
Kandang No.
Tanda
	: ……………………………………………………………
: jam…………………sampai jam……………………..
:……………………...Lapangan: ………………………
: berahi, dubious, tidak berahi, perdarahan metestrus, lendir

	Nama sapi/No telinga
	Kandang No.
	Keterangan status berahi

	
	
	

	
	
	

	
	
	

	
	
	

	
	
	

	
	
	



Deteksi berahi merupakan seni dan ilmu. Teknik observasi akan berfungsi sangat baik yaitu dengan mengelilingi kandang sekitar 15 menit atau lebih, perhatikan secara menyeluruh satu per satu, jika ada ternak yang berbaring diusahakan harus berdiri. Ternak yang berahi akan diam berdiri jika dinaiki oleh yang lain. 
Ternak yang fase berahinya meragukan memiliki tanda-tanda antara lain gelisah, bekas lendir yang mengering dan melekat pada rambut bagian belakang sekitar perianal, menggesek-gesek badan, menaiki ternak lain, mecium-cium bagian perianal ternak lain, menaik-naikkan ekornya sendiri, keluar lendir jernih dari vulva, vulva bengkak dengan selaput lendir berwarna rose. Tidak setiap ternak sapi yang menunjukkan gejala tersebut dikategorikan "meragukan" , Tetapi sebaiknya diamati dan diobservasi lebih lanjut dan lebih intensif untuk dapat diketahui dan dicatat sebagai standing heat  atau "meragukan". 
Satu sampai tiga hari setelah estrus, sering terjadi perdarahan metestrus (metestrous bleeding), sering terlihat dengan tanda-tanda adanya lendir bercampur darah yang melekat pada pangkal ekor ataupun bagian belakang ternak. Perdarahan ini merupakan tanda yang baik, yang menunjukkan ternak memiliki siklus kelamin yang normal dan selalu dicatat baik pada donor maupun resipien, apalagi jika standing estrus-nya tidak teramati selama observasi. 
Sebagai alat bantu yang lain untuk mendapatkan deteksi estrus yang tepat adalah pencatatan dengan menggunakan kalender. Jika estrus terdeteksi, nomor donor sebaiknya dicatat pada kalender 18 hari kemudian. Jadi donor-donor yang berahi 18-24 hari yang lalu dapat diobservasi secara terencana dan lebih teliti. Hasil pengamatan segera dicatat sebagai data dasar (base data), kemudian sebaiknya ditransfer lagi ke buku catatan yang telah dipersiapkan dalam form tabulasi harian dan kartu data individu setiap ternak. Setiap waktu data ditransfer, sebaiknya diperiksa oleh orang kedua atau staf yang lain. Alat atau metoda lain sebagai deteksi estrus berguna, selama alat tersebut dapat mendukung deteksi visual. Dalam program TE, penggunaan pejantan sebagai detektor, baik yang telah divasektomi maupun dengan penis yang di-block atau dideviasi, tidak dianjurkan karena prosedur tersebut tidak menjamin sterilitas total. Selain itu pejantan dapat menyebarkan penyakit kelamin. Jika  ternak pengusik atau pelacak (teaser), sebagai alternatif pilihan maka gunakan ternak betina yang diberi androgen 
5.3.5  Identifikasi 
Dalam pengelolaan kesehatan populasi ternak, dalam deteksi estrus dan disetiap tahapan program TE, pengelola harus mampu memilih dan menentukan salah satu dari ratusan ekor ternak, dan menjamin sepenuhnya bahwa ternak yang terpilih tadi secara nyata berdasarkan fakta adalah benar. Jadi diperlukan suatu sistem yang permanen maupun temporer. Ear tags yang benar dan mudah terbaca dipasang di kedua telinga pada saat test darah pertama merupakan teknik identifikasi yang baik. Di beberapa negara, masih digunakan identifikasi dengan menggunakan besi panas. Selain itu juga dapat menggunakan tato, biasa digunakan juga untuk kartu data individu. Persatuan peternak (breed association) memerlukan identifikasi permanen untuk pencatatan pedet hasil TE. Jadi, untuk mencatat suatu rangkaian transfer, tanda tambahan seperti nomor tato yang jelas terbaca pada telinga direkomendasikan pada saat TE. 
5.3.6  Sinkronisasi Resipien dengan Donor 
Jumlah donor yang dipakai dalam program TE tergantung dari besar kecilnya peternakan dan tersedianya ternak bibit unggul yang memenuhi persyaratan untuk dijadikan donor. Peternakan yang besar, dapat saja menyediakan donor, satu, sepuluh, dua puluh atau bahkan lebih dan sebagai resipiennya disediakan dari peternakan yang bersangkutan. Sinkronsasi estrus dapat menggunakan hormon progestagen atau prostaglandin dan kombinasi PGF2α dengan basis gonadotropin releasing hormone  (GnRH) (Hall et al. 2009). Sinkronisasi estrus dapat pula dilakukan dengan PGF2α atau analognya atau dengan synchromate B. Angka kebuntingan (pregnancy rate) dalam program TE untuk kelompok resipien yang berahinya diinduksi (resipien memiliki corpus luteum dan disuntik PGF2α)  dengan kelompok resipien yang menunjukkan berahi alam adalah sama. Untuk sinkronisasi estrus resipien pada umumnya dapat dilakukan dengan tiga cara: 
1) Penyuntikan PGF2α, hanya pada kelompok resipien tidak bunting yang memiliki corpora lutea. Estrus timbul antara 48-96 jam kemudian, mayoritas estrus sekitar 60 jam kemudian. 
2) Seluruh resipien yang tidak bunting baik memiliki corpora lutea maupun tidak, suntik dengan PGF2α. Ulangi kembali penyuntikan PGF2α 11 hari kemudian. Gejala estrus akan muncul dengan puncaknya antara 2 dan 3 hari kemudian. Resipien-resipien yang berespon dari penyuntikan pertama akan berada dalam pertengahan siklus kelamin pada penyuntikan kedua. Sedangkan resipien-resipien yang tidak berespon dalam penyuntikan pertama karena berada sekitar D1 sampai D5, pada penyuntikan kedua akan berada diantara pertengahan sampai akhir siklus kelamin.
3)  Implantasikan synchromate B dan suntik dengan preparat pelengkap intramuscular (i.m.). Sembilan hari kemudian keluarkan implant secara sempurna. Sebagian besar resipien akan estrus dalam 2-3 hari kemudian (rata-rata 45 jam). 
Rata-rata donor yang subur dalam siklus kelamin teratur, untuk pertama kali disuperovulasi akan menghasilkan sekitar tujuh transferable embryo, sehingga diperlukan penyediaan resipien sekitar tujuh atau delapan ekor untuk setiap donor. Untuk memperoleh tujuh atau delapan ekor resipien yang siap ditransfer, harus dipersiapkan sekitar 20 ekor calon resipien. Dari kelompok calon ini melalui palpasi rektal dapat ditentukan 12 ekor (60%) yang memiliki korpus luteum. Jika dari 12 ekor ini disuntik PGF2α akan diperoleh rata-rata delapan ekor yang benar-benar cocok dan sinkron dengan donor. 
Dalam prosedur pelaksanaan superovulasi, siklus kelamin donor dan resipien akan sinkron jika kelompok resipien disuntik PGF2α sehari sebelum donor disuntik dengan PGF2α, karena pengaruh pemberian gonadotropin terdahulu pada donor akan meyebabkan donor akan estrus dalam waktu 36-60 jam (rata-rata 42 jam) setelah penyuntikan PGF2α, sedangkan resipien estrus sekitar 48-96 jam kemudian (rata-rata 60 jam). 
Tabel 8   Dua macam contoh pelaksanaan sinkronisasi estrus antara donor dan resipien
	Siklus Kelamin
	Waktu
	Contoh 1
	Contoh 2

	
	
	Donor
	Resipien
	Donor
	Resipien

	D0
	pagi
sore
	Berahi alam atau buatan
	PGF2α i.m.
	Berahi alam atau buatan
	

	D10
	pagi
sore
	FSH
FSH
	
	FSH
FSH
	

	D11
	pagi
sore
	FSH
FSH
	
	FSH
FSH
	

	D12
	pagi
sore
	FSH
FSH
	
siang PGF2α
	FSH
FSH
	

	D13
	pagi
sore
	FSH+PGF2α
FSH+PGF2α
	
	FSH+PGF2α
FSH+PGF2α
	

	D14
	pagi
sore
	
	
	
	

	D15
	Estrus
	Estrus
	Estrus
	Estrus
	Estrus


Catatan : 
1) Donor dan resipien akan berahi pada D15.  Donor di inseminasi pertama 12 jam kemudian setelah standing estrus, dan diinseminasi ke dua 24 jam   kemudian setelah standing estrus. Masing-masing inseminasi dengan satu dosis semen beku. Resipien yang estrus tidak diinseminasi. 
2) Pada pelaksanaan superovulasi donor sapi perah, penyuntikan hormon gonadoropin eksogen (FSH, PMSG) dan  PGF2α sebaiknya dilakukan sesudah pemerahan susu

Sekitar 70%-80% donor yang fertil akan berespons terhadap gonadotropin pada program superovulasi yang pertama (Hasler et al. 1983). Jika tiga sampai lima donor disuperovulasi pada waktu yang bersamaan, variabilitas respon terhadap superovulasi yang timbul akan berimbang dengan terpakainya resipien yang sudah dipersiapkan. Sering tidak diperoleh dari embrio dari hanya seekor donor yang disuperovulasi, akibatnya resipien yang telah dipersiapkan tidak terpakai. Kegagalan semacam ini adalah mahal. Seorang operator yang berpengalaman mampu melakukan lokalisasi, pembilasan, koleksi, klasifikasi dan mentransfer embrio tanpa bedah dari lima ekor donor dalam waktu enam sampai delapan jam, jika cukup tersedia asisten yang membantu dalam pel aksanaan, terutama pada saat pemanenan (pembilasan), koleksi dan transfer embrio. 
5.4  Inseminasi Donor

Salah satu cara yang digunakan dalam program peningkatan mutu genetik (genetic improvement programme) ternak sapi adalah melalui metoda inseminasi buatan (IB). Penggunaan IB telah lama dilakukan oleh banyak negara untuk tujuan upgrading populasi ternak sapi. Inseminasi buatan yang dipakai dalam program kawin silang (cross breeding programme), jika ditinjau dari segi waktu yang dibutuhksn untuk memperoleh derajat kemurnian genetik yang tinggi (purebred), akan diperlukan waktu sampai enam generasi kehidupan ternak sapi (12-18 tahun). Metoda transfer embrio memerlukan waktu satu generasi untuk memperoleh bangsa yang murni. Pada umumnya donor dapat diketahui kualitasnya dari nilai CI dan kesesuaian tipe, sedangkan pejantan IB (service sire) dapat dievaluasi nilai genetiknya lebih banyak dan lebih tepat dari donor, sehingga pemilihan pejantan yang akan dipakai dalam menginseminasi donor adalah sangat penting untuk memperoleh keturunan dengan potensi genetik tertinggi dan dapat dijadikan stok bibit yang potensial. 
5.4.1  Pemilihan Pejantan (Sevice Sire) Untuk Inseminasi Donor 
Dalam usaha peternakan sapi perah, dipergunakan suatu nilai indeks untuk memilih pejantan IB. Nilai indeks ini disebut Total Performance Index (TPI) yang merupakan kombinasi dari taksiran kemampuan pejantan untuk menurunkan sifat-sifat produksi susu (Predicted Difference for Milk, PDM), persentase lemak susu (Predicted Difference for Fat , PD %Fat) dan tipe (Predicted Difference for Type, PD Type) kepada anak betinanya. Perbandingan kombinasi antara PDM, PD % Fat dan PD Type adalah 3:1:1. Ketiga sifat yang diturunkan tersebut merupakan sifat-sifat yang penting dimiliki oleh seekor sapi perah. 
Total Performance Index (TPI)  merupakan figur setiap pejantan yang diperoleh melalui formula baku.  Sejumlah 100 ekor pejantan yang mampu menurunkan sifat-sifat tersebut dengan peluang (repeatability) 50% keatas disusun mulai peringkat tertinggi sampai terendah dalam suatu daftar. Populasi pejantan ini disebut dalam suatu daftar. Populasi pejantan ini disebut The Top 100 TPI Bulls, sebagai contoh dapat dilihat pada Tabel 9. Daftar The Top 100 TPI Bulls ini merupakan alat yang populer untuk membuat keputusan (breeding decision) bagi peternak sapi perah di dibeberapa negara seperti Amerika dan Jerman. 
Prosedur mengambil keputusan dalam pemilihan pejantan yang akan dipakai : 
1) Evaluasi produksi donor, tentukan kelebihan dan kekurangan dari sifat fungsional donor (trait profiles untuk susu, % lemak susu, final score dan linear traits). 
2) Penentuan kontribusi genetik untuk donor diperoleh dari populasi pejantan yang tersedia baik yang berbentuk semen beku maupun dalam status pejantan hidup. Pejantan (service sire) harus memiliki TPI yang tinggi. 
3)  Dari populasi pejantan yang tersedia misal dari The Top100 TPI Bulls, pilih pejantan secara individual yang memiliki produksi tertinggi dan dapat memperbaiki sifat-sifat linier yang lemah dan merupakan prioritas tertinggi untuk diperbaiki. 







Tabel 9  Daftar contoh urutan peringkat keunggulan dari 100 ekor pejantan elite (Top 100 TPI Bulls) diawal tahun 1986
	Pe-
ring
-kat
	Nama dan no. registrasi
	Milk
	Fat
	Pro/SNF
	Type
	TPI

	
	
	PD+CR
	PD
	PD%
	PD$
	PD
	PD%
	PD+CR
	

	1
	Arlinda Rotate, 1697572
	1736  + 79
	73
	.06
	223
	44 P
	.05
	.54  + .16
	771

	2
	Rockalli Son of Bova , 1665634
	1972  + 79
	34
	.19
	173
	29 p
	.17
	1.18  + .10
	741

	3
	Bossir Glen – Valley Starlite Al, 1819119
	1641 + 341
	43
	.08
	168
	130 S
	.04
	1.50  + .44
	736

	4
	Tri Day Valiant Gold, 1811342
	1446 + 350
	48
	.02
	165
	43 P
	.01
	1.40 + .42
	710

	5
	S.W.D. Valiant, 1650414
	1169 + 56
	50
	.04
	152
	40 P
	.02
	1.85 + .07
	701

	6
	Carlin M Ivanhoe Bell, 1667366
	1632 + 56
	55
	.02
	187
	50P
	.01
	.42 + .07
	690

	7
	Sweet Haven Tradition, 1682485
	1755 + 56
	32
	.16
	157
	39 P 
	.08
	1.00 + .07
	687

	8
	Lekker Valiant Royalty, 1821208
	1494 + 327
	46
	.04
	164
	48 P
	.02
	1.05 + .37
	687

	9
	Whittier Farms Ned Boy, 1806201
	1018 + 274
	53
	.09
	148
	49 P
	.04
	1.74 + .33
	681

	10
	MJR Pistil Pete, 1804227
	1449 + 322
	24
	.15
	126
	24 P
	.11
	1.68 + .40
	659

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	90
	K – Way Apostle King Vic, 1699493
	761 +79
	43
	.09
	116
	25 P
	.01
	.53 + .20
	526

	91
	Merit Hamlet Starlite Valiant, 1832924
	102 + 257
	58
	.31
	101
	20 P
	.10
	1.30 + .43
	526

	92
	Betterway Matador, 1766552
	1083 + 307
	16
	.12
	91
	27 P
	.02
	.94 + .43
	525

	92
	Betterway Matador, 1766552
	1083 + 307
	16
	.12
	91
	27 P
	.02
	.94 + .43
	525

	93
	Long Haven Oscar Et, 1823341
	1220 +367
	9
	.19
	87
	20 P
	.08
	.95 + .49
	523

	94
	Elm – Nor – Way Perfect Conductor,
1780400
	1094 + 244
	19
	.00
	96
	26 P
	.04
	.78 + .40
	522

	95
	Needle Lane Jon Red, 1802 072
	701 + 376
	30
	.03
	91
	16 P
	.03
	1.17 + .48
	522

	96
	Vigo Starlite Elvate, 1720138
	828 + 125
	35
	.03
	107
	15 P
	.06
	.68 + .22
	521

	97
	Mil Nor II Design, 
1721369
	785 + 148
	19
	.05
	78
	6 P
	.10
	1.40 + .31
	517

	98
	Kish View Conductor Sugardaddy, 1781574
	1011 + 286
	30
	.03
	109
	28 P
	.02
	.40 + .36
	517

	99
	I.O. State Chief Ford, 1674245
	1326 + 56
	29
	.10
	127
	20 P
	.11
	.25 + .07
	516

	100
	Luck – E Chief Tri County, 1715880
	1153 + 137
	28
	.07
	115
	30 P
	.03
	.17 + .28
	516


 

5.4.2  Pelaksanaan Inseminasi Buatan 
Pelaksanaan inseminasi buatan pada donor pada prinsipnya hampir sama dengan IB pada ternak sapi yang tidak disuperovulasi. Meskipun demikian, inseminasi donor perlu mendapat perhatian khusus terutama yang menyangkut seluruh kegiatan pada waktu inseminasi. Untuk mengetahui faktor-faktor yang berperan dan memerlukan perhatian khusus pada waktu inseminasi donor, akan diuraikan terlebih dahulu mengenai pelaksanaan kegiatan waktu inseminasi pada ternak yang disuperovulasi . 
5.4.2.1 Waktu Inseminasi Ternak Sapi yang Tidak Disuperovulasi 
Menurut hasil penelitian akhir-akhir ini, dalam pengamatan berahi, dapat ditunjukkkan bahwa ternak sapi yang berahi tidak mau dinaiki oleh pejantan sampai fase akhir berahi, walaupun mau dinaiki oleh ternak sapi betina yang lain di awal fase estrus. Waktu terbaik untuk mengawinkan, dengan teknik IB, tidak dalam waktu yang tepat bersamaan dengan estrus atau beberapa saat setelah estrus berakhir. Alasan ini logis jika dibandingkan dengan kawin secara alami. Pada kawin secara alami, semen dideposit di vagina bagian depan sedangkan pada IB semen dideposit pada pangkal uterus dekat dengan cranial serviks. 
Perkawinan dengan IB sebaiknya dilakukan selama selang periode 12 jam, yaitu selang mulai dari enam jam sebelum sampai enam jam setelah estrus berakhir (kira-kira, enam jam sebelum ovulasi). Waktu IB yang baik dapat dilihat pada Tabel 10. 
Sapi yang estrus harus diperlakukan dan ditangani secara baik, setiap tindakan jangan sampai menimbulkan nervositas ataupun stress pada ternak sapi itu sendiri. Peralatan IB harus dijaga sesteril mungkin. 



Tabel 10  Relevansi antara gejala berahi, ovulasi dan waktu inseminasi (modifikasi dari Busch et al. 1982) 
	Gejala berahi
	Vagina merah-lembab, vulva bengkak.
Gelisah, mudah terangsang.
Berusaha menaiki yang lain.
Berahi (standing heat) sekitar 18 jam.
Produksi susu menurun.
	Tidak mau dinaiki lagi
Tetap tinggal diam bersama yang lain
Lendir banyak keluar
	Fertilitas maks. ovum  2-6 jam

	Waktu (jam)
	Onset berahi
	9
	12
	15
	18
	21
	24
	27
	30

	Kebun-tingan
	Gagal 
	Rendah
	Sedang
	Baik
	Sangat baik
	Baik
	Sedang
	Rendah
	Gagal

	Inse-
minasi
	Terlalu dini
	Dapat di IB tetapi kebuntingan rendah-sedang
	Waktu optimal untuk IB antara 12-24 jam setelah estrus mulai
	Dapat di IB tetapi kebuntingan rendah-sedang
	Terlam-
bat



Sistem pagi-sore untuk waktu IB memberi hasil yang agak baik (CR agak lebih tinggi), jika sistem tersebut mengikuti hasil pengamatan berahi yang teliti. Ternak sapi yang estrus pada pagi hari dikawinkan pada sore hari, sedangkan yang berahi sore hari dikawinkan pada pagi hari berikutnya. Anjuran ini berdasarkan dari beberapa hasil studi. 
Perkawinan yang dilakukan lebih awal dari periode yang ada dalam sistem akan menghasilkan CR rendah karena fertilitas dan viabilitas sperma telah menurun. Perkawinan yang dilakukan lebih akhir dari periode juga akan menurunkan CR, karena sperma memerlukan waktu tertentu di dalam saluran kelamin betina untuk memperoleh kapasitas membuahi ovum dengan perkataan lain sperma harus mengalami proses kapasitasi sebelum sperma dapat melakukan fertilisasi ovum. Pada kawin yang terlalu akhir, mungkin ovum telah berdegenerasi pada saat sperma telah kapasitasi. 
5.4.2.2 lnseminasi Ternak Sapi Donor 
Dalam pelaksanaan akhir superovulasi, donor harus diamati tanda-tanda berahinya secara teliti. Ternak sapi yang disuperovulasi kadang-kadang tidak memperlihatkan gejala berahi sejelas sapi berahi yang tidak disuperovulasi, sehingga alat bantu deteksi estrus sangat bermanfaat. Sekitar 10% dari donor tidak pernah memperlihatkan gejala-gejala berahi.  Donor-donor yang tidak memperlihatkan gejala berahi sebaiknya tidak dikawinkan. 
Waktu donor memperlihatkan gejala berahi yang pertama atau awal berahi (standing estrus) adalah merupakan data penunjang (point of reference) untuk menentukan waktu yang tepat untuk IB. Ovulasi terjadi selama periode waktu tertentu, transport sperma dan ova berubah pada donor yang disuperovulasi, karenanya disarankan untuk mengawinkan atau menginseminasi lebih dari satu kali dan gunakan semen dengan konsentrasi yang lebih tinggi dengan kualitas yang lebih baik dari biasanya. Penggunaan semen cair yang baru ditampung (fresh semen) adalah lebih baik dari semen beku, karena karena viabilitasnya lebih lama dalam saluran reproduksi hewan betina. Untuk semen cair gunakan dengan konsentrasi 50 x 106 motil spermatozoa. Inseminasi dengan semen cair ini dilakukan dua kali, pertama 12 jam dari awal berahi, kedua 24 jam dari awal berahi, masing-masing satu dosis dengan konsentrasi 50 x 106 motil spermatozoa. Jika semen beku digunakan untuk IB, dapat dari ampul maupun jerami plastik (straw). Biasanya semen beku memiliki konsentrasi awal sebelum pembekuan paling sedikit 20 juta motil spermatozoa per dosis. Apapun kemasan semen beku diharapkan dosis awal sebelum pembekuan adalah 20 juta spermatozoa motil (tetapi ada juga yang memberi 25-30 juta spermatozoa motil). Waktu inseminasi pertama adalah 12 jam setelah awal berahi, IB kedua 12 jam kemudian masing-masing satu dosis semen beku. Semen beku dalam kemasan jerami plastik sistim Perancis (0,5 ml dan 0,25 ml), Kontinental (0,3 ml) maupun kemasan ampul dicairkan dengan air hangat 35 oC (95 oF) selama 30 detik dan secepat mungkin diinseminasikan. Konsentrasi setelah pencairan minimal 40% (ada juga yang membakukan 50%) spermatozoa harus motil. 
Pola hormonal yang berubah akan menciptakan saluran reproduksi donor yang disuperovulasi memiliki lingkungan yang kurang menguntungkan (more hostile enviroment) dari pada ternak sapi yang tidak disuperovulasi, karenanya penggunaan semen harus memiliki kualitas terbaik. Penggunaan semen dengan kualitas buruk atau sedang sering menghasilkan ova yang tidak terfertilisasi atau embrio yang berdegenerasi. 
Inseminator harus menginseminasi dengan cara yang terbaik, sesteril mungkin karena stress dari superovulasi menyebabkan saluran reproduksi bagian atas menjadi sangat sensitif. Manipulasi yang kasar dan berlebihan dapat menyebabkan kegagalan fimbriae mengambil seluruh ova. Infeksi yang ditimbulkan pada waktu inseminasi dapat menurunkan angka fertilisasi dan angka pemanenan. Lagipula pada waktu inseminasi pertama, mungkin masih banyak folikel yang belum ovulasi, karenanya saluran reproduksi jangan terlalu banyak dimanipulasi untuk mencegah folikel ruptur. Selain itu, jika terjadi banyak ovulasi dan ovaria membesar, terjadi perdarahan yang lebih dari pada normal dan ukuran relatif dari organ berubah. Hal ini akan meningkatkan kemungkinan terjadinya perlekatan organ (adhesions) sebagai akibat seringnya dilakukan inseminasi. 
5.5  Pemanenan dan Koleksi Embrio (Embryo Recovery, Flushing)
Secara alamiah ovum yang telah diovulasikan akan ditransport oleh saluran telur kearah uterus. Pada ternak sapi, ovum berada dalam saluran telur sekitar tiga sampai empat hari. Pada hari kelima ovum telah mencapai apeks uterus. Jika terjadi fertilisasi, maka selama transportasi, ovum yang telah terbuahi atau zigot juga akan mengalami perkembangan berupa pembelahan yang disebut cleavage. Embrio berkembang sampai stadium 8-16 sel di dalam saluran telur, sedangkan mulai dari stadium 16 sel atau stadium morula dan selanjutnya akan berkembang dalam uterus. 
Berdasar proses fisiologis yang diuraikan diatas, embrio dapat dipanen dan dikoleksi baik dari saluran telur maupun dari uterus. Sesuai dengan tujuan TE, embrio dapat dipanen dalam stadium tertentu dan letaknya dapat dilokalisir dengan berpedoman dari umur embrio tersebut. Selain itu dari segi kemudahan pelaksanaan pemanenan embrio ataupun pemindahan embrio dengan peralatan dan teknik yang tersedia, maka baik pemanenan maupun pemindahan embrio dapat dilakukan dengan dua metoda yaitu metode bedah atau metoda tanpa bedah dari ternak hidup. Ova dan atau embrio dapat terkoleksi sekitar 40%-80% dari jumlah corpora lutea yang ada di kedua ovaria ternak donor yang disuperovulasi. Sampai saat ini belum diketahui dengan jelas, mengapa jumlah ova atau embrio terkoleksi lebih rendah daripada jumlah corpora lutea yang ada, tetapi ada beberapa dugaan diantaranya, 1) ova tidak dapat ditangkap oleh fimbrae saluran telur, karena ovaria terlalu membesar, 2) ova menghilang dalam saluran reproduksi karena adanya perubahan steroid hormon, 3) adanya pembentukan corpora lutea tanpa ovulasi, 4) faktor ketrampilam dan ketelitian dalam menemukan seluruh ova atau embrio yang ada dari saluran reproduksi. 
Embrio masih berada dalam saluran telur sekitar 3-4 hari setelah ovulasi dan akan bermigrasi ke uterus pada hari kelima. Pemanenan pada hari ke D1-D3 melalui metoda bedah pada saluran telur akan menghasilkan embrio lebih banyak daripada pemanenan pada D5 atau lebih dari uterus. Akan tetapi embrio yang berasal dari uterus akan menghasilkan angka kebuntingan yang lebih baik daripada embrio yang berasal dari saluran telur. Selain itu embrio dari uterus dapat dibekukan dan lebih berhasil dari embrio yang lebih muda atau yang berasal dari saluran telur. 
Pada saat ini metoda tanpa bedah merupakan suatu pilihan yang sudah rutin dijalankan. Pemanen embrio dengan metoda bedah melalui mid-ventral laparotomy dapat dianjurkan dalam kasus tertentu dengan adanya kausa mekanis yang menimbulkan infertilitas seperti obstruksi saluran telur, yang dapat dikoreksi secara bedah. Penyayatan flank yang dilakukan dibawah lokal anastesi dapat berhasil dengan baik pada beberapa kondisi.  Pada umumnya pemanenan cara ini tidak dianjurkan, karena sulitnya mempreparir saluran reproduksi. Cara ini juga dapat menimbulkan stres, hasil panen menurun dan dapat memperbesar kemungkinan terjadinya perlekatan (adhesion). 

5.5.1  Metoda Bedah
Ova dan atau embrio dari saluran telur dapat dibilas (flushing) dari arah fimbriae ke uterotubal junction (UT) atau sebaliknya. Pada ternak sapi pembilasan ke arah fimbriae lebih disukai, karena hasil panennya lebih tinggi dan luka yang ditimbulkan kecil sekali. Ova dapat juga dipanen dari tanduk uteri, setelah ova meninggalkan saluran telur, biasanya pada hari D5 atau lebih. Medium pembilas dialirkan ke arah pangkal tanduk uterus. Medium pembilas ditampung melalui jarum suntik yang tumpul yang dimasukkan ke dalam lumen melalui dinding uterus. Prosedur dapat dilakukan sebaliknya. Jumlah ova yang terkoleksi dengan cara ini lebih sedikit daripada dari saluran telur (Betteridge et al. 1980). Luka yang serius dapat terjadi dengan cara ini dan juga dapat menimbulkan perlekatan. Volume sekitar 2-30 ml digunakan untuk membilas saluran telur, sedangkan untuk membilas uterus diperlukan sekitar 10-100 ml, tergantung dari ukurannya (Newcomb 1982) 
5.5.2  Metoda Tanpa Pembedahan
Pemanenan embrio tanpa bedah dilakukan pada D6-D8. Sebelum hari kelima atau keenam setelah estrus, embrio masih berada didalam saluran telur dan tidak dapat dipanen melaui metode tanpa bedah. Untuk maksud tersebut, pemberian makanan untuk donor dikurangi (kecuali sapi perah yang laktasi) dan bila perlu tidak diberi makan dan minum selama 24 jam sebelum pembilasan saluran reproduksi. 
Donor yang akan dibilas saluran reproduksinya (flushing), dapat ditempatkan dalam kandang jepit atau tetap pada kandangnya. Bagian depan dari kandang agak sedikit dinaikkan dengan menggunakan papan ataupun tumpukan jerami. Ujung ekor diikat keatas atau ke bagian depan. Bagian belakang (perineum) dan sekitarnya dicuci dengan sabun. Jika rektum berisi penuh udara, harus dikeluarkan dulu menggunakan selang plastik (dengan diameter luar 0,5 cm) yang salah satu ujungnya dipegang dalam rektum dan ujung lainnya dihubungkan ke alat penghisap vakum. Ternak diberi penenang (tranquilizer) 10 cc Combelen, dan anastesi epidural 5 cc procaine (2%) atau hostacaine. Lakukan palpasi rektal untuk mengestimasi jumlah korpora lutea, folikel dan ukuran dari ovaria. 
Dalam keadaan tertentu diperlukan servikal ekspander untuk sedikit memperlebar lumen serviks. Biasanya sapi dara masih agak sulit ditembus dengan katheter, baik Foley maupun Neustadt/Aisch kateter. Servikal ekspander jarang digunakan pada sapi induk, karena lubang serviks cukup luas untuk masuknya kateter. Pada kasus tertentu seperti sapi perah yang tua, yang sudah beberapa kali beranak, serviksnya biasanya sudah agak tertarik ke ruang abdomen, sehingga dalam hal ini diperlukan penjepit serviks untuk menarik serviksnya kedalam rongga pelvis. Pemasukan kateter akan lebih mudah jika serviks berada dalam rongga pelvis dan berada dekat vagina. Selain itu pemanen embrio yang dilakukan pada hari 6-8 setelah inseminasi, biasanya serviks sudah tertutup dengan lendir yang kental, untuk itu dibutuhkan mucus remover untuk mengambil lendir tersebut.  Beberapa jenis kateter flushing yang dibutuhkan dalam pelaksanaan panen embrio (embryo collection) dapat dilihat pada Gambar 10.
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Gambar 10   Kateter fushing embrio dari Neustadt Aisch Neustadt/Aisch CH18 Sterile (kiri), Silicone ET catheter CH18, Foley 3-ways, Balloon max.30ml (kanann) (Minitube GmbH).

Untuk sapi potong biasanya digunakan kateter Foley (42 cm), yang tersedia dengan ukuran 18 atau 24 (French gauge). Kateter Neustadt/Aisch, panjang 67 cm tersedia dengan ukuran Ch 18 dan Ch 14 (German gauge) biasanya digunakan untuk sapi perah. Ukuran tersebut tentu disesuaikan dengan besar kecilnya saluran reproduksi, misalnya kateter Neustadt/Aisch nomor Ch 18 digunakan untuk induk sapi perah sedangkan Ch 14 untuk sapi dara. Kedua macam kateter tersebut menggunakan piston dari logam (stainless steel stilett) supaya kateter karet menjadi kaku dan mudah dimasukkan ke dalam uterus. Kedua kateter selain memiliki lubang dikedua ujungnya juga memiliki balon manset untuk memfiksir ujung kateter. Balon manset pada kateter Foley dalam penggunaannya diletakkan dalam salah satu tanduk uterus dekat bifurkasio uteri, sedangkan balon manset kateter Neustadt/Aisch diletakkan dua pertiga bagian depan kornua uteri (sepertiga dari apeks kornua uteri). Balon manset ini dapat diberi udara sekitar 10-15 ml dengan tambahan udara sekitar 2-6 ml. Tujuannya selain memfiksir kateter juga mencegah medium pembilas mengalir keluar dari rute yang seharusnya. Jadi balon cukup kencang sehingga medium tidak bocor kedalam korpus uteri. Jika balon terlalu kuat, endometrium pecah dan perdarahan yang timbul dapat menggangu pemeriksaan. Khusus pada pemakaian kateter Foley, balon dapat diisi NaCl fisiologis steril sampai menggembung (flush body) dan ditarik ke belakang untuk menutup os uteri interna. Pemanenan dilakukan dengan memasukkan medium pembilas dan mengeluarkannya kembali. Sebagai ilustrasi dapat dilihat pada Gambar 11. 
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Gambar 11   Penempatan kateter pembilas (flushing) dalam koruna uteri. Keteter yang dipakai adalah kateter Foley. Medium pembilas dilustrasikan dalam bentuk lilin (wax) berwarna coklat tua (foto W. Gehring). 
Medium pembilas yang tertampung kembali diperiksa dibawah mikroskop untuk mengkoleksi ova atau embrio. Lokalisasi, identifikasi, isolasi dan klasifikasi baik ova maupun embrio memerlukan pelaksanaan dan penanganan yang simple, logis dan praktis. Pemeriksaan dan pencarian di bawah mikroskop sebaiknya dilakukan secara berulang (pengulangan oleh dua teknisi yang berlainan). Ova atau embrio mudah terselip dan hilang dalam medium pembilas. Untuk mengatasi hal ini dibuat gelas jam, dengan bentuk cekung dan memiliki kemiringan tertentu serta memiliki dasar bulat. Tidak seluruh ova atau embrio menggelinding ke dasar gelas yang bulat, sehingga semua bagian harus diperiksa dengan cermat. Bentuk lain untuk pencarian ova atau embrio yaitu dengan penampungan medium pembilas dalam cawan petri yang datar dan diberi pembagian daerah secara merata. Cara-cara tersebut sudah cukup efisien dalam usaha menemukan ova atau embrio dalam medium pembilas. 
5.5.3  Evaluasi dan Klasifikasi Embrio 
Faktor yang menentukan dalam berhasilnya TE adalah kualitas embrio dan bukan kuantitas. Embrio dengan kualitas baik mempunyai daya tahan hidup, kemampuan berkembang lebih lanjut yang baik pula, artinya kualitas mempunyai hubungan erat dengan angka kebuntingan (pregnant rate) (Betteridge et al. 1980). Ada beberapa kriteria dalam evaluasi dan klasifikasi embrio menurut Niemann (1980 ) yaitu : 1) pemeriksaan morfologi, 2) pewarnaan vital, 3) pemupukan in vitro dan 4) transfer.  Yang paling umum dalam evaluasi dan klasikasi embrio secara morfologis mengunakan pemeriksaan  mikroskopis (Gambar 12).
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Gambar 12  Stereo-zoom microscope dengan pembesaran  7x-45x yang dapat dipakai dalam pemeriksaan kualitas embrio secara morfologis (Minitube GmbH).

Mayoritas embrio yang terkoleksi harus sesuai dengan stadium perkembangannya. Embrio yang dikoleksi 3 hari (D3) setelah donor menunjukkan gejala berahi harus berada dalam stadium 4 atau 8 sel, pada hari ke-4 (D4) harus mempunyai 8-16 sel, pada hari ke-5 atau ke-6 (D5-D6) harus berada dalam stadium morula dan pada hari ke-7 atau lebih harus sudah berupa blastosis. Sejak folikel pada superovulasi ovaria ovulasi sepanjang periode waktu tertentu, maka terdapat penyebaran stadium perkembangan embrio yang tersebar dalam interval (range) yang normal alamiah. Adalah mungkin, walaupaun jarang, bahwa 4-sel embrio terkoleksi bersama-sama grup morula dan berkembang menjadi fetus yang normal. 
Morfologi embrio mempunyai korelasi erat dengan angka kebuntingan (walaupun tidak mutlak), ada beberapa penampilan abnormal dari embrio berkembang menjadi fetus. Embrio yang retarded dalam perkembangannya selama 2 hari lebih, sebaiknya jangan ditransfer. Retarded embrio, 2-, 3-, dan 4 sel jarang survive kalau ditransfer ke uterus, walaupun ditransfer ke dalam tuba falopii sekalipun. 
Embrio harus dievaluasi dan diklasifikasikan sehingga resipien yang sesuai dapat diseleksi. Pada umumnya embrio yang baik akan ditransfer ke resipien yang baik, dan embrio yang jelek ditransfer ke resipien yang jelek. Begitu pula stadium embrio tertentu ditransfer ke resipien yang mempunyai lingkungan rahim yang sesuai dengan umur dari embrio itu sendiri. Sebagai contoh embrio morula dan blastosis awal akan ditransfer ke resipien yang memiliki siklus estrus D7. Embrio stadium blastosis lanjut (expanded blastocyst) ditransfer ke resipien dengan siklus kelamin D8, sedangkan embrio stadum 16-sel ditransfer ke resipien D6.  Jika donor diflushing pada D7, embrio yang terkoleksi dengan stadia lebih muda (embrio 8-16 sel) dapat ditransfer ke resipien yang estrusnya satu-setengah hari sebelum donor estrus, embrio dengan stadia morula dan blastosis awal dapat ditransfer ke resipien yang sinkron siklus estrusnya dengan donor, sedangkan embrio praimplantasi  dengan perkembangan lebih lanjut dari blastosis sebaiknya ditransfer ke resipien dengan siklus estrus lebih satu hari dari pada siklus estrus donor (D7), sehingga lingkungan dalam uterus mendekati umur embrio yang di indikasi melalui pengamatan morfologi. Beberapa karakteristik yang dapat digunakan untuk evaluasi pemeriksaaan morfologis termasuk : a) ke-kompak-an (ikatan) sel-sel, b)  keteraturan bentuk embrio, c) variasi dalam ukuran sel, d) warna dan susunan sitoplasma, e) ada tidaknya vesicle yang besar, f) adanya sel-sel yang keluar dari ikatan sel (extruded), g) diameter, h) keteraturan zona pellucida, i) adanya debris sel (reruntuhan sel, granulasi). 
Embrio yang ideal adalah: kompak, ikatan satu blastomer dengan yang lain erat, spherical (bulat). Blastomer-blastomernya sama dalam ukuran, warna dan susunan, warna sedang (tidak terlalu pucat dan tidak terlalu gelap), sitoplasma tidak bergranulasi dan mempunyai vesicle berukuran sedang. Ruang perivitelin: kosong dan diameter teratur. Zona pellucida: rata menggembung, tidak mengkerut atau kolaps. Tidak ada reruntuhan sel.  
Tabel 11  Klasifikasi embrio sapi donor yang terkoleksi pada pembilasan D7 berdasarkan penampilan umum morfologis

	Kelompok embrio
	Kualitas embrio
(grade)
	Penampilan umum morfologis

	Laik transfer
	1 (sangat baik)
	Embrio hampir sempurna dengan lebih 98% sel nyata aktif dan sehat. Stadia embrio sesuai dengan yang diantisipasi, tidak cacat, zona intak, bentuk bundar spherical, ikatan blastomer erat (tidak ada extruded blastomere) dan kompak, ukuran sama besar dan simetri, warna agak gelap 

	
	2 (baik)
	Embrio dengan persentase sel aktif dan sehat sekitar 70-98%. Stadia perkembangan sedikit cacat seperti keluarnya salah satu ikatan blastomer dari ikatan, bentuk asimetri (tidak bundar), zona intak 

	
	3 (cukup)
	Embrio dengan proporsi sel aktif dan sehat lebih kecil dar 70%. Stadia perkembangan agak retarded 1-2 hari dari stadia yang diantisipasi (8-16 sel), cacat beberapa blastomer keluar, ukuran blastomer tidak simetri dan mungkin terjadi malformasi ekstrim.

	Tidak laik transfer
	4 (jelek)
	Retarded: hambatan perkembangan parah (2-8 sel) hari ke -7
Degenerasi: ikatan blastomer longgar sampai lepas 
Oosit  tidak terbuahi (unfertilized ova)



Untuk lebih jelasnya dalam  evaluasi dan klasifikasi embrio untuk menentukan stadium perkembangan dan kualitas embrio secara morfologis, dapat dipakai pedoman pemeriksaan morfologis sebagai petunjuk praktis seperti yang terurai dalam Table 11  tentang pemeriksaan morfologis embrio. Klasifikasi atau grading embrio yang ditentukan dengan pemeriksaan morfologis untuk menentukan stadium embrio dan mengestimasi persentase embrio yang masih viable. 
Keputusan untuk mentransfer embrio tergantung dari individual program dan tujuannya. Banyak pertimbangan diantaranya faktor ekonomi menjadi pertimbangan utama. Dengan tingginya biaya pemeliharaan resipien dan rendahnya angka kebuntingan (pregnancy rate) hasil transfer merupakan breakeven point dalam menjalankan usaha komersial embrio transfer. Dalam program transfer embrio yang sukses, angka kebuntingan yang dapat diharapkan dari beberapa macam kualitas embrio diantaranya: kualitas sangat baik (1) sekitar 60%, kualitas baik (2) sekitar 40%  dan kualitas cukup (3) sekitar 20% (Dorn dan Kraemer 1987). Hasil pemanenan embrio hasil superovulasi  diambil datanya melalui pencatatan pada Tabel 12.
Tabel 12  Hasil evaluasi embrio yang terkoleksi

	
	Kualitas Embrio
	Jumlah

	
Transferable
embryo
	Excellent (A)
	

	
	Good (B)
	

	
	Fair (C)
	

	
Untransferable
embryo
	Degenerasi (Deg)
	

	
	Retarded (Ret)
	

	
	Unfertilized (-)
	

	
	Total :



5.6  Kegiatan Pemindahan Embrio (Transfer Embrio) ke Resipien
Untuk memudahkan pelaksanaan kegiatan pemindahan embrio ke resipien, sebaiknya resipien dipelihara dalam suatu kelompok dan ditempatkan dalam suatu kandang dan mudah dilakukan pengamatan baik siklus kelamin maupun pemeriksaan kesehatan. Resipien-resipien harus dalam kondisi baik, sehat dan telah mencapai umur optimal untuk dikawinkan. Sebelum resipien digunakan dalam program TE, sebaiknya minimal resipien telah mengalami dua siklus kelamin alamiah berurutan, normal dan tetap. Selama pengamatan berahi dua siklus, resipien juga dapat diprogram untuk penggunaan resipien melalui sinkronisasi esrus. Resipien yang mengalami berahi alamiah  pada waktu yang sama dengan donor dapat ditransfer embrio. 
Secara teoritis peranakan silang yang dipakai sebagai resipien, menghasilkan angka kebuntingan yang lebih tinggi dari bangsa sapi yang murni (purebred). Beberapa peternak masih meragukan keturunan hasil TE, apakah pedet yang dilahirkan resipien berasal dari TE ataukah dari IB atau kawin alami. Untuk menghilangkan keraguan ini dapat dipakal pera- nakan silang atau resipien yang memiliki warna yang berbeda dari kedua induknya. Sebagai contoh Gambar 13  menunjukkan sapi FH resipien dengan pedetnya yang telah ditransfer dengan embrio sapi Black Japanese.
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Gambar 13  Resipien sapi FH dengan pedet Black Japanese hasil transfer embrio. (Foto Okayama Prefectural Livestock Research Centre).

Dari awal diperkenalkanya TE, sampai program ini menjadi program rutin saat ini, ada tiga macam metoda pemindahan embrio. Dua macam metoda melalui pembedahan dan satu macam tanpa bedah. Pemindahan embrio dengan metoda bedah menghasilkan angka kebuntingan (pregnancy rate) yang tertinggi dan sangat konsisten. Akan tetapi dengan adanya kemajuan dan penyempurnaan teknik, teknisi yang terampil dan terlatih dapat menghasilkan angka kebuntingan yang sama antara metoda bedah dan tanpa bedah. 
Metoda yang pertama kali digunakan dalam pemindahan embrio adalah metoda pemindahan melalui pembedahan medioventral. Laparotomi medioventral dibawah pengaruh anastesi general merupakan metoda pertama yang digunakan dalam awal penerapan program TE. Secara praktis metoda ini memiliki faktor pembatas diantaranya fasilitas dan lingkungan yang mendukung seperti di klinik atau rumah sakit hewan. Lagipula metoda ini memerlukan teknisi yang terampil dan terlatih memerlukan pelayanan dari yang kompeten seperti dokter hewan. Metoda pembedahan yang kedua untuk pemindahan embrio yaitu pembedahan di daerah legok lapar (flank) dengan menggunakan anastesi lokal. Metoda ini dapat dilakukan di peternakan maupun ranch. 
Metoda pemindahan embrio melalui pembedahan flank dibawah pengaruh lokal anastesi, mungkin menghasilkan angka kebuntingan (pregnancy rate) yang lebih rendah dibanding dengan metoda pembedahan menggunakan anastesi general, tetapi proses pemindahan embrio lebih cepat. Pelaksanaan metoda ini akan menghadapi kesulitan dalam 1) mengeluarkan tanduk uterus tanpa menimbulkan luka yang parah, terutama pada resipien dara, resipien yang tidak dipuasakan, resipien yang terlalu gemuk atau terlalu besar dan 2) menghindari pengaruh negatif stress dari pembedahan flank pada resipien sapi perah yang laktasi atau operasi mid-ventral ternak sapi potong pada kondisi peternakan yang jelek, terutama selama cuaca yang buruk. 
Metoda ketiga adalah pemindahan embrio tanpa bedah. Metoda tanpa bedah ini paling banyak dan paling sering digunakan dan sudah menjadi teknik yang rutin dalam pelaksanaan program TE sejak awal dekade tahun delapan puluhan. Pada tahap permulaan penerapan metoda ini menghasilkan angka kebuntingan (pregnancy rate) yang rendah. Beberapa faktor yang dapat menurunkan angka kebuntingan ini diantaranya, teknisi yang kurang terampil, terjadi infeksi terutama pada waktu proses memasukkan transfer gun ke dalam uterus, pengeluaran (expulsion) embrio karena stimulasi uterus dan deposisi embrio yang suboptimal pada bagian uterus. Saat ini faktor penghambat tersebut dapat diatasi oleh teknisi yang terampil dan terlatih, peralatan transfer gun lebih sempurna, lebih hygienis (misalnya dengan adanya berbagai selubung plastik untuk transfer gun), berbagai macam obat relaksasi uterus untuk mencegah proses ekspulsi embrio oleh uterus. 
5.6.1  Metoda Pembedahan Legok Lapar (Flank, Fossa Paralumbalis) 
Resipien masukkan ke kandang jepit, jika resipien tenang dapat dikandangnya sendiri. Lakukan palpasi rektal untuk menentukan letak korpus luteum dan bagian ipsilateral flank. Daerah ipsilateral flank adalah daerah flank yang paling dekat dengan letak korpus luteum, sedangkan yang dimaksud daerah flank atau legok lapar (fossa paralumbalis) yaitu daerah ventral lumbal dan diantara tulang rusuk terakhir (os costa ke-13) dan tuber coxae (satu tapak tangan dari tuber coxae). 
Daerah ipsilateral flank yang merupakan daerah operasi dicukur, dicuci dengan sabun dan desinfeksi dengan iodine dan alkohol. Jika resipien tidak tenang dan agresif, dapat diberi 50 mg xylazine (Rompun) atau 5-10 ml Combelen. Anastesi lokal dengan menyuntik garis sayatan vertikal (vertical local line block anaesthesia). Sayatan vertikal terletak di pertengahan antara tulang rusuk terakhir dengan tuber coxae. Panjang sayatan 15 cm (6 inch) dengan menggunakan 60 ml procaine 2%, atau 100 ml lidocaine 2% atau 60 ml hostacaine. Pertama-tama kulit disayat, kemudian lapisan otot dipreparir dan akhirnya peritoneum dipotong. 
Lokalisasi ovarium dengan memasukkan tangan melalui lubang sayatan, biasanya sekitar 25 cm posterior dari sayatan. Kornua uteri keluarkan sekitar lubang sayatan dengan cara menggenggam dan menarik ligamenta uterus (ligamentum lata uteri dan ligamentum teres uteri bertaut bagian atas, di dorsal legok lapar dan bagian bawah di facies ventralis uterus). Ligamenta uterus ini dapat dilokalisasi di medial kornua uteri. Sepertiga bagian anterior kornua uteri (+ 3 inch dari utero tubal junction) dibuat luka tusukan dengan jarum suntik yang tumpul (no. 16). Embrio yang telah siap dihisap kedalam Pasteur pipet atau mikropipet (diameter luar 1,5 mm) bersama kurang lebih 0,2 ml medium. Melalui lubang tusukan pada dinding uterus, deposisikan embrio. Sayatan operasi pada dinding abdomen (legok lapar) dijahit kembali secara kontinyu dalam bentuk dua susunan (no. 8  Braunamid). Teknisi yang terampil dapat menyelesaikan metoda pembedahan legok lapar sekitar 15 menit (Hahn et al. 1977). Resipien diberi long-acting penicillin misal Depopen atau Paratopen intramuskuler. Jahitan dapat dilepas seminggu kemudian. 
5.6.2  Metode Tanpa Pembedahan 
Pelaksanaan pemindahan embrio tanpa bedah, mirip dengan pelaksanaan inseminasi buatan.  Alat untuk deposisi embrio dapat menggunakan 1) pipet inseminasi dari plastik yang kuat dan elastis, dilengkapi dengan selang plastik (vinyl tube) dengan diameter luarnya sama dengan diameter dalam pipet inseminasi. Selang plastik ini salah satu ujungnya dihubungkan dengan penghubung (tomcat) pada spoit, dan ujung lainnya dimasukkan melalui lubang pipet inseminasi. Ujung lain ini dipakai untuk tempat embrio yang akan dipindahkan, 2) inseminasi gun Cassou dengan plastik mini straw (french straw 0,25 ml) dan 3) Transfer kanul dengan bagian depan   ujungnya memiliki lubang tempat pengeluaran embrio, dan dimuati dengan plastic straw transparan (vol 0,25 ml, diameternya 3 mm, panjang 13 cm), untuk tempat kemasan embrio dengan medium transfer. Jenis transfer kanul beragam diantaranya  model Hannover yang bagian depannya dapat dilepas dengan sistim sekrup. Model kanul transfer embrio lainnya  dengan ujung kanul tidak dilepas diantaranya model Fujihira (Jepang), model Casou (Perancis) dan model RAB (Australia).
Bagian belakang resipien diberi anastesi epidural 3 ml hostacaine atau lidocain 2%. Ujung ekor diikat sedemikian rupa agar tidak menganggu pelaksanaan pemindahan embrio. Pencatatan mengenai letak korpus luteum untuk menentukan kornua uteri yang ipsilateral juga catat mengenai sinkronisasi dan diskrepansinya (penentuan resipien D6, D7 atau D8) untuk penyesuaian stadia embrio yang akan dipindahkan. 
Penyiapan transfer kanul model Hannover, plastik straw yang transparan dan selubung plastik (sanitary sheat). Embrio dihisap ke dalam straw melalui alat mikropipetier helfer atau 1 ml tuberkulin spoit. Ujung bebas straw menyentuh embrio dalam medium sedangkan ujung yang bersumbat polyvinil chloride (PVC) disambungkan ke spoit tuberkulin atau mikropipetierhelfer. Embrio dan medium dihisap sebagai berikut, pertama-tama hisap medium saja (tanpa embrio) sampai sekitar 5 cm dari panjang straw, kemudian diikuti dengan pembentukan gelembung udara 0,5 cm baru diikuti medium yang berisi embrio sampai ketinggian kolom straw 2,5-3,5 cm, diikuti lagi dengan 0,5 cm gelembung udara yang lain. Pada akhirnya medium dihisap lagi sampai kolom medium yang awal membasahi sumbat PVC. Bentuk pengemasan embrio dapat dilihat pada Gambar 14
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Gambar 14  Kemasan embrio dalam plastic straw yang siap ditransfer.
Straw yang berisi embrio, dimasukan kedalam bagian depan transfer kanul dan seluruh bagian dimasukkan ke dalam selubung plastik. Teknisi memasukkan tangan ke dalam rektum, fiksir serviks uteri, dengan bantuan asisten kuakkan vulva dan masukkan transfer kanul ke dalam vagina. Upayakan ujung kanul transfer tetap steril, tidak menyentuh bagian luar vulva, tidak kena feses ataupun urine.  Serviks uteri biasanya pada D6, D7 atau D8 sudah menutup terutama pada resipien dara. Pasase transfer kanul melalui serviks pada D6, D7 atau D8 lebih sulit dari pada waktu  berahi, karena sudah mulai menutup dan terisi lendir yang kental dan lengket.  Pada waktu transfer kanul menyentuh os serviks uteri eksterna, selubung plastik tarik ke belakang, sehingga bagian ujungnya bebas. Setelah transfer kanul melewati serviks, arahkan ujungnya ke tanduk uteri ipsilateral terhadap korpus luteum. Bifurkasio interna letaknya hanya 1-2 cm dari serviks, sehingga kanul harus segera disimpangkan arahnya ke tanduk uteri yang ipsilateral. Kornua uteri diangkat, diluruskan ke depan, kanul dimasukkan sejauh mungkin. Begitu hambatan ditemukan, embrio segera dideposisi dan kanul dikeluarkan kembali. Deposisi embrio sebaiknya dilakukan pada bagian tengah uteri ipsilateral dengan korpus luteum (Delcampo et al. 1979). Waktu yang dibutuhkan untuk pemindahan cara ini rata-rata sekitar satu menit. 
Hambatan yang sering ditemui dengan metoda ini adalah 1) pasase kanal melaui serviks terutama pada resipien dara, 2) deposisi embrio pada ujung tanduk uteri dapat menyebabkan luka pada endometrium (yang paling parah jika terjadi perforasi), 3) tangan mudah letih jika terlalu banyak embrio yang dipindahkan pada hari yang sama, 4) untuk memperoleh angka konsepsi yang tinggi diperlukan ketrampilan manual dan pengalaman. Dalam realita, diperlukan ketrampilan yang lebih pada kedua metoda tanpa bedah baik pada proses pemanenan maupun pada pemindahan embrio, sehingga banyak teknisi yang menjadi enggan menggunakan metoda ini sebelum dicapai ketrampilan yang baik.
Hasil pelaksanaan transfer embrio dicatat  melalui pemeriksaan kebuntingan dua bulan kemudian. Data yang diperoleh dapat dirangkum dalam Tabel 13.
Tabel 13  Form penyiapan resipien dan pelaksanaan transfer embrio hasil panen

A. Persiapan Sinkronisasi Resipien (menggunakan PGF2α)
 
     - Tanggal penyuntikan I 	: ...................................................................................
     - Tanggal penyuntikan II	: ...................................................................................
     - Tanggal berahi yang        : ...................................................................................
        sinkron dengan donor

B. Pelaksanaan Transfer Embrio
     Tanggal : ..............................

	
No.
	
Nama/No. Reg.
	Siklus Berahi (D6, D7 atau D8)
	Asal Embrio donor
(No.Reg.Donor)
	
Alamat Resipien
	
Hasil PKB (+/-)

	1.
	
	
	
	
	

	2.
	
	
	
	
	

	3.
	
	
	
	
	

	4.
	
	
	
	
	

	5.
	
	
	
	
	

	6.
	
	
	
	
	

	7.
	
	
	
	
	

	8.
	
	
	
	
	

	9.
	
	
	
	
	

	10.
	
	
	
	
	

	11.
	
	
	
	
	



5.7  Diagnosa Kebuntingan dan Pengelolaan Resipien Bunting
Penjelasan yang mendalam mengenai pemeriksaan kebuntingan, sebenarnya diluar dari pembahasan pelaksanaan program transfer embrio. Meskipun demikian perlu dilakukan untuk mengetahui keberhasilan pelaksanaan  program. Sebagai indikator pertama yang baik dipakai dalam penentuan kebuntingan sapi resipen adalah resipien tidak kembali meminta kawin atau tidak menunjukkan gejala estrus dalam 11-17 hari setelah resipien ditransfer embrio.Sebaliknya jika memperlihatkan gejala estrus resipien dapat dianggap tidak bunting, walaupun sebenarnya sebagian kecil sapi yang bunting tiga minggu dapat menunjukkan gejala estrus.
Pemeriksaan konsentrasi hormon progesterone dari susu atau dari darah 22–24 hari setelah pre-transfer oestrus dapat mendiagnosa secara tepat 95% sapi tidak bunting  dan sekitar  80% sapi bunting. Akan tetapi deteksi estrus yang cermat dapat memberikan informasi yang sama seperti  informasi yang diperoleh dari pemeriksaan homon progesterone. Dengan kata lain, jika ketepatan deteksi estrus begitu rendah, sebagai data tambahan  pemeriksaan hormon progesterone untuk melengkapi informasi diagnosa kebuntingan,  dapat dirasakan sepertinya program transfe embrio akan gagal karena deteksi estrus yang tidak tepat
Dalam informasi awal untuk penentuan keberhasilan atau problem pelaksanaan program transfer embrio, deteksi estrus dan pemeriksaan progesterone  tidak cukup memberikan informasi yang tepat  untuk menentukan kebuntingan  definitive setiap individu resipien. Informasi  mengenai tidak kembalinya estrus (non return) sangat bermanfaat dalam data basis poulasi, karena memberikan informasi awal dalam evaluasi pelaksanaan program apakah berhasi atau tidak. 
Sekitar umur kebuntingan 26 hari pada sapi dara dan 28 hari pada sapi induk, kebuntingan dapat didiagnosa  secara tepat pada kondisi lapangan menggunakan ultrasonography (USG) atau oleh petugas pemeriksa kebuntingan yang sangat terampil (Kastelic et al. 1988). Pada umumnya program transfer embrio tidak menggunakan USG untuk pemeriksaan kebuntingan meskipun USG sangat berguna dalam berbagai aplikasi medic reproduksi.  Penggunaan USG memerlukan biaya yang cukup tinggi, jika biaya  pemakaian USG dapat diturunkan maka mungkin aplikasinya  dapat dipertimbangkan menjadi kegiatan rutin dalam pemeriksaan kebuntingan.
Serius problem dalam diagnose awal kebuntingan adalah 10% dari kebuntingan  28 hari tidak akan mencapai termin normal kelahiran.  Sekitar 95% dari kebuntingan dua bulan dan 97% kebuntingan tiga bulan akan mencapai termin normal kelahiran (King et al. 1985).
Pemeriksaan kebuntingan biasanya dilakukan melalui pemeriksaan rectal dan  kebuntingan  dapat didiagosa secara definitive setelah hari ke- 35 umur kebuntingan.  Meskipun demikian tidak direkomendasi pemerisaan recktal sebelum  umur kebuntingan 45 hari karena konseptus masih rapuh pada awal stadium dan ada kemungkinan abortus spontan tanpa adanya palpasi rectal. Rekomendasi, sebaiknya palpasi perrektal dilakukan pada kebuntingan 45–60 hari dan dikonfirmasi kembali dengan pemeriksaan kebuntingan dengan palpasi perrektal satu bulan kemudian.  
Sapi yang estrus dapat diperiksa awal sebelum hari ke-45 dengan palpasi perrektal atau USG. Jika tidak bunting dapat dipakai sebagai resipien. Kadangkala sangat bermanfaat dapat membedakan antara kebuntingan karena  embrio transfer, inseminasi buatan atau kawin alami dalam siklus berikutnya.  Langkah berikutnya, dapat memungkinkan sebagian besar resipien yang tidak bunting dapat segera dikawinkan atau dipakai kembali sebagai resipien. Adalah hal penting untuk tidak mengawinkan resipien yang menunjukkan gejala estrus lebih awal dari normal. Inseminasi atau kawin alamiah dengan pejantan harus ditunda 17–18 hari dari pre-embryo transfer estrus. Hal ini memungkinkan  sekitar 90–95% recipient tidak bunting  tanpa siklus estrus pendek dapat dikawinkan.  
Pemeriksaan kebuntingan dapat dilakukan dalam jangka waktu tertentu yang dapat memastikan perbedaan antara kebuntingan embrio transfer dengan kemungkinan kebuntingan lain berikutnya minimal 17 hari lebih muda. Dengan  palpasi perrektal jangka waktu tersebut dapat diperpanjang sampai sekitar 65 hari setelah pre-transfer estrus untuk pemeriksa yang terampil dan mungkin sampai 60 hari untuk yang kurang terampil.
Catatan panjangnya jangka waktu pemeriksaan  diperlukan apabila embrio transfer dilakukan dalam periode tujuh sampai sepuluh hari, jika semua resipien diperiksa sekali dan resipien tidak diperiksa  sebelum hari ke- 45 kebuntingan.  
Poin lainnya yang umum untuk mendiagnosa kebuntingan perrektal dengan slipping membranes.  Metoda ini jangan dipakai paling sedikit sebelum hari ke-50, karena dapat menyebabkan keguguran yang nyata meskipun kasus tersebut kejadiannya dalam persentase yang rendah (Abbitt et al. 1978). Palpasi harus dilakukan berdasar data adanya cairan, ketegangan (tonus) dan ukuran tanduk uterus. Pada kasus false positive dengan persentase kecil karena tidak terdiagnosanya keadaan uterus yang patologis biasanya lebih rendah dari kasus abortus yang disebabkan metoda slipping membranes
Sapi-sapi  resipien yang bunting  dengan embrio bergenetik unggul, harus mendapatkan perlakuan yang lebih baik dari yang lainnya.  Nutrisi jelas penting seperti halnya pencegahan abortus.  Waktu yang paling kritis adalah pada saat melahirkan.  Kehilangan 10% pedet pada saat dan beberapa hari setelah melahirkan adalah wajar  (King et al.1985);  pada umumnya kehilangan pedet adalah karena pengelolaan yang buruk.  Terutama sangat rugi kehilangan pedet setelah investasi yang besar.  Tentunya resipien sering partus di peternakan, dan tidak dibawah pengawasan langsung dari pelaksana embrio transfer.  Demikian pula tindakan bijaksana menyediakan informasi dalam manajemen pada saat melahirkan, misalnya memastikan pedet embrio transfer mendapat kolostrum pada petugas kandang yang bertanggung jawab sehingga embrio transfer program tidak mendapat reputasi yang buruk.
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