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INEKLERDE ERKEN GEBELIK FAKTORU'NUN (EGF) TESPITiYLE GEBELIGIN TESHIiSI*
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Diagnosis of Pregnancy by Determining Early Pregnancy Factor (EPF) in Cows

SUMMARY

The aim of this study was to investigate a possible relationship between the serum activity of early pregnancy factor
(EPF) on the days 7 and 21 and the blood serum levels of progesterone on the day 21 following insemination and on the
day 45 rectal examination findings in cows. Possible use of EPF parameter in early diagnosis of pregnancy was also sought.

Sixty Brown Swiss cows were used in this study. Blood samples were collected on the days 7 and 21 for EPF
activity and on the day 21 for progesterone analysis. Serum EPF and progesterone levels were determined by Rosette
Inhibition Test (RIT) and radioimmunassay, respectively: In the RIT analysis, findings above 4 were accepted as pregnant
and those equal or below 4 as non-pregnant. The cows with serum progesterone levels above 2.30 ng/ml were evaluated as
pregnant.

RIT and serum progesterone levels were compared with the rectal examination findings on the day 45 following
Insemination.

-Based on the rectal examination findings, the accuracy EPF of on the days 7 and 21 and progesterone results on the
day 21 were 54.7%, 70.7% and 67.4%, respectively, in the pregnant cows. All three parameters proved to be 100%
accurate in the non-pregnant animals. Early embryonic deaths affected the diagnosis of early pregnancy results significantly
based on the serum EPF and progesterone parameters. Although fertilisation rate of the cows was 88.3%, embryonic deaths
occurred in 45.3%.

In conclusion, these findings suggested that the determination of EPF activity may be used for diagnosis of early
pregnancy and for monitoring continuation of pregnancy. RIT and progesterone analysis methods may be more reliably
used for determination of the non-pregnant cows than the pregnant ones.

Key words: Cow, early pregnancy factor, pregnancy diagnosis.

OZET

Bu galigmada, ineklerde tohumlama sonrasi kan serumunda, 7. ve 21, glindeki Erken Gebelik Faktoru (EGF) ile 21,
gndeki progesteron ve 45. gilndeki rektal muayene bulgulart degerlendirilerek, elde edilecek gebelik oranlan arasindaki
iliskinin ve erken gebelik teshisinde, EGF bulgularinin kullanilip kullanilamayacaginin aragtinlmas: amaglandi.

Altnus [svigre Esmeri inek materyal olarak kullanild;. Tohumlamay izleyen 7. ve 21. ginlerde EGF aktivitesi, 21.
ginde progesteron 6l¢0mu igin kan dmekleri alindi ve kan serumu EGF aktivitesi Rozet Inhibisyon Testi (RIT) ile, kan
serumu progesteron dizeyi ise radioimmunoassay (RIA) metoduyla belirlendi. RIT'nde, Rozet Inhibisyon Titre'si 4'in
uzerinde olanlar gebe, 4 ve 4'tn altinda olanlar ise gebe degil olarak degerlendirildi. Progesteron diizeyleri 2.30 ng/ml'den
ytksek olanlar gebe, dusik olanlar gebe degil seklinde kabul edildi.

"Bu aragtima F.U.Aragtima  Fonu (FUNAFR-21 5) tarafindan desteklenmis ve aym: adli doktora tezinden 6zetlenmistir.
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RIT ve progesteron sonug lan, tohumlamay izleyen 45,

Rehtal muayene sonuglan esas alinark yapilan degerlendirmede,
slgumlenne gore elde edilen sonuglarm dogruluk oranlart sirsiyla: gehelende
1se her i¢ erken gebelik teghis metodunda da 25100 olarak bulundu, Erken embriyonik alamler,

olgumleni sonuglanna dayanan, ethen gebehik teshis sonuglanmi dnemli olgude ctkiledi.

gindeki rektal muayene bulgulanyla kargilagtinlda

7 ve 21, gin EGE, 21 pon progesteron
G547, %70.7 ve T67 4. gebe olmayanlarda
EGE ve progesteron

Fertilizasyon oram %88 3 (53)

iken, bunun %45.3%nde (24) embriyonik olum gekillendigi goritldu.

Sonug olarak, EGEF aktivitesinin slgulmesinin, erken gebe
amacivla Kullamlabilecedi, RIT ve progesteron olgumlerine dayanan, erken gebelik tegh

lik teghisi ve gebeliin devam edip etmedifinin kontrolil

isi metodlart, gebe olanlardan

zivade, gebe olmayanlan ortaya koymada daha givenilic oldudu kanaatine vanldi

Anahtar kelimeler: Inek, evken gebelik faktoni, gebelik teshisi

GiRIS

Evcil hayvanlarda erken o belik teshisi, yetigtirici
acisindan  pratik  onemi  yamsir,  fertilite  kontrol
programlan  igin de  bilimsel yonden Snemlidir.
Infertilitenin =~ bir  sonucu  olan  zaman  Kaybiun
onlenmesinde, hayvanlann uygun tedavi ya da gebe
olmavan hayvanlann erken ayrnu ile yetigtiriciye birkag
tercih hakk sagladigindan, giflegme ya da tohumlamadan
kisa bir sire sonra, crken gebelik teghisine ihtiyag
duyulur. Ayrica satilik hayvanlann degerini belirlemek,
sigorta isleri, tohumlama programindaki pahali hormon
kullanim israfi azaltmak ve ekonomik hayvan iiretimine
vardimct olmak i¢in de gebelik teshisine ihtiyag
duyulmaktadir (13). Bununla birlikte bugine kadar,
Gstrise donme zamamndan once, gebelik teghisine imkan
veren bir klinik ydntem meveut degildir (19).

Erken Gebelik Faktori (EGF) olarak adlandinlan
maddenin  varhigi, Rozet inhibisyon testi (RIT)
kullanilarak yapilan aragtirmalarda, laboratuvar ve deney
hayvanlannin yamsira, insan ve birgok evcil hayvanlarda
da gosterilmigtir (4, 10, 16-18. 20. 29, 38). EGF,
fertilizasyondan kisa bir stre sonra ortaya gikar ve abort
sekillendiginde aktivitesi ortadan kalkar (21, 26, 31, 37,
43).

Fertilizasyondan sonra hizla ortaya gikmasi,
gebeligin ilk Ugte ikilik donemi boyunca varligim
siirdiirmesi ve embriyonun 8limi ya da cerrahi olarak
uzaklagunlmasini takiben hizla ortadan kaybolmasi gibi
EGFnin 6zellikleri, erken gebelik teshisi i¢in gigla bir
belirleyici olarak ve embriyo canhhgim izlemede bir arag
olarak kullamilabilecegim gdstenir (7, 9, 11, 24, 25, 27,
32). Ancak sipir EGF hakkinda sadece birkag rapor
bulundugu i¢in, EGFandn klinik uygulamasindan once
daha fazla aragtirmaya ihtiyag vardir.

Caligmada, ineklerde tohumlama sonrasi kan
serumunda; 7. ve 21. gindeki EGF ile 2l. giindcki
progesteron ve 45. giindeki rektal muayene bulgulun
degerlendirilerek, elde edilecek gebelik  oranlan
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arasindaki iligkinin ve erken gebelik  teshisinde, EGF
bulgulaninin kullanihp kullamilamayacaginin arastinimasi

amagland.

MATERYAL VE METOT

Caligmada, kigk aile tipi igletmecilige ait, yaglan
3-8 arasinda degigen, dreme yoninden herhangi bir kKhintk
bozuklugu bulunmayan, tabii gstritsleninde sun'i olarak
tohumlanan, toplam 60 lsvigre Esmen inek kullanld
Hayvanlardan, tohumlamay izleyen 7 ve 21. gunlerde
vena jugularisten steril kan alma tiplerine 10 ml Kan
smekler alindi. Almman kan omekleri, pihti tegekhul
edinceye kadar (takriben 2 saat) oda wsisimda bekletld
Pihu olugan omekler, ¢izilerek oda 1sisinda, seru
vermesi igin 3 saat kadar bekletldi. Tupin dst kismind.
toplanan  serumlar, steril santrifl) tupune aktanlarak,
1600 devir /dk'da, 30 dakika siire ile santrifije edild
Serumlar; EGF ve progesteron tespitinde kullamlmak
{izere iki ayn serum saklama tilpine aktanldi. Daha sonra,
EGF tespitinde kullamlacak serumlar, 30 dakika sireyle
ctiivde 36°Cde inaktive edildikten sonra, -20°C'de
muhataza edildi. Progesteron olgumil igin kullantlacuk
serum dmedine inaktivasyon iglemi uygulanmaksizin, RIA
ile progesteron analizi iglemine kadar -20°C'de saklandi.

EGF'nin Olgiilmesi:

Serum omeklerinde EGFnan varhd, RIT e
aragtinldi. Sakonju ve ark. (30) taratindan detayh olaruk
tarif edilen, antilenfosit serum. lenfosit stspansiyonu,
Kobay serumu, Koyun eritrositinin hazirlanmast ve RIT
metot kullamldi.

RIA ile kan serumu progesteron tayini:

Yimibinncel  ginde alinan  kan  serumu
orneklerinde, progesteron diizeyleri ng/ml olarak double
RIA metodu ile belirlendi (14, 28). Kan serumu

progesteron  seviyelerinin  Slgiilmesinde, coated tip
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metodu (Coat-AoCount®. Diagnostic Corporation (DPC),
US.A) kullamldi. RIA Olgdm cihazi olarak, Firat
Universitesi Fiat  Tip  Merkezi Biyokimya
Laboratuvan'nda bulunan gamma counter kullanlds.
Rektal muayenc ile gebeliklerin kontrolu:

Tohumnlanan hayvanlanin gebeliklen, tohumlamay,
izleyen 45. giinde rektal palpasyon ile kontrol edildi.

Veri analiz:

Tohumlamadan sonra 7 ve 21.
EGFsine ait RIT]eri 4'Un Gizerinde olan inckler gebe kabul
edildi.  Yirmibirinci glinde  serum progesteron
konsantms_\_'onlan, Alagam  ve ark. ('mn  yaptig
¢alismadaki 23 ng/ml dizeyi esas alinarak, gebe olan ve
olmayanlar belirlendi.  Testin dogruluk orani,
dcgerlendilmcy-: alinan  hayvanlara  ajt RIT ve P,
bulgulanmn, Palpasyon bulgularina bolinmesiyle elde
edilen degerin, 100 jle ¢arpilmasi sonucu elde edjldi.
Yedinci giindeki EGF aktivitesine ait titre 4%in lizerinde
iken, 21. gindeki titre 4'0n altina indiginde aradaki fark
ile 21. gin EGF diizeyi 4'in iizerinde olmasma ragmen 45.
gundeki rektal muayene sonucunda gebe bulunmayanlar,
embniyonik Kayip olarak degerlendirildi. Rozet Inhibisyon
Titreleri  ve progesteron miktarlar,
sonu¢lanyla  mukayese edilerek emb
degerlendirildi. Verjler t ve bagimh gruplarda 2
testleriyle analiz edildi (8, 39). Veriler ortalama =+
ortalamanin standart hatas: olarak sunuldu,

gindcki serum

rektal muayene
riyonik  éliimler

BULGULAR

Tohumlamay izleyen 7. gindeki EGF bulgularina
gbre, 60 inekten 53'iiniin (%88.3) gebe, 7'sinin (%11.7)
gebe olmadig tespit edildi (Tablo 1),

Tohumlamay: izleyen 21. gin EGF sonuglarina
gore 60 mnegin 41' (%68.3) gebe ve 19'unun (%31.7) gebe
olmadig: gorulda (Tablo 1).

Yirmibirinci  giindeki progesteron  diizeyine
bakilarak yapilan gebelik teshisinde 60 inekten 43%nun

(%71.7) gebe, 17'sinin (%28.3) gebe olmadigy gorildit
(Tablo 1).

Sun'i tohumlamay izleyen 45. giinde yapilan rektal
muayenede 60 inekten 29unun (%48.3) gebe, 31'inin
(%51.7) ise gebe olmadig belirlendi (Tablo 1).

Rektal muayene sonuglan esas alinarak yapilan
degerlendimmede, 7. gun EGF, 21. giin EGF ve 21, gln
progesteron GSl¢iimlerine gore, elde edilen sonuglarin
dogruluk oranlan: Sirasiyla gebelerde %54.7, %70.7 ve

%67.4; gebe olmayanlarda ise her ¢ metodda da %100
olarak bulundu. (Tablo 2).

F.0.Saghk Bil.Dergisi 2000, 14 (1),

Rektal muayene sonuglan temel alindiginda, gebe
ve gebe olmayan ineklere ait serum émcklerinde Yapilan
olgimlerde, 7. giindeki rozet inhibisyon titreleri (RIT)
arasinda istatistiksel  yonden  sneml; bir  farklilik
bulunmakla birlikte (P<0.01 ), 21, glinde alinan 6reklerde

farkin gok daha snemli oldugu gérulda (p<0.001) (Tablo
3.

Gebe hayvanlarda RITsi, 7. ve 21. giinlerde 4%in
Uzerindeydi ve 4'0n aliina dismedi. Tohumlamay: 1zleyen
45. gtndeki rektal muaycnede gebe olmayanlarin RIT'leri
3 farkh formda goritldu (Tablo 4).

1. Yedinci ve 21. ginde RIT'si 4'tn altinda olanlar
(7 hayvan).

2. Rozet Inhibisyon Titre'si 7. gtinde 4iin tizerinde
olup 21. gitnde 4'in altina digenler (12 hayvan).

3. Yedinci ve 21. giinde Rozet Inhibisyon Titre'si

4n iizerinde olmasma ragmen 45. ginde gebe olmadigi
tespit edilenler (12 hayvan).

Rozet Inhibisyon  Titre'lerine gore  EGF
degerlendirilmesi Tablo 4'de 6zetlenmistir.

Tohumlama sonras: 45. giinde gebe olan ineklerde,
21. gindeki ortalama progesteron degeri 5.69 + 0.22
ng/ml iken, gebe olmayanlarda 1.66 + 0.26 ng/ml oldugu
ve aralanindaki farkin 6nemli oldugu gériilda (p< 0.001).

Yirmibirinci  giindeki progesteron degerleri jle
Rozet Inhibisyon Titrelleri arasmda fark Snemsizken
(p>0.05), 7. giindeki RIT ile 21 gindeki progesteron
degerleri arasinda farkin 6nemli oldugu goriildii (p<0.01).

Rozet Inhibisyon Titre'leri 4'in altinda olan ve EGF
degerlendirmesine gore gebe olmadip: sonucuna varilan 7
inekten 6'sinda, ortalama progesteron degeri 0.08 + 0.0]
ng/ml oldugu ve geriye kalan bir hayvanda ise progesteron
yogunlugunun 1.22 ng/ml oldugu goruld.

Sekil 1-2'de, koyun eritrositleri ile boga lenfositleri
arasindaki ¢esitli rozet olusumu gériintileri sunuldy,

Tablo 1. Yedinci ve 21, giin EGF

, 21. giin P, ve 45, giine
ait rektal muayene bulgulan,

45, Giln R.

21. Giin
Muayene 1. Gun EGF EGF 21. Gin P,
Bulgulan Bulgulan Bulgulan Bulgulan
tnek
Sayisi L (#) ) QIO * ) @
60 29 31 53 7 41 19 43 17

(+) : Gebe
(-) : Gebe degil
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Tablo 3. Rektal muayene sonuglarina gore gebe ve gebe

Tablo 2: 45. giindeki rektal muayene sonuglanna gore, e
olmayan ineklerdeki 7. ve 21. gline ait Rozet Inhibisyon

tohumlama sonras1 7 ve 21. giindeki EGF ve 21. gundeki

P, olgiimlerinin, gebe ve gebe olmayanlan belirlemedeki Titre'leri.
dogruluk oranlan. Rozet Inhibsyon Titreleri
R. Muayene Hayvan
45.gondeki rektal muayene sonuglarina gore Bulgular Sayisi 7. Gun 21. Gun
Gebelik Testleri testlerin dogruluk vizdesi (%) Gl 29 579 +0.10 576 +0.12
Gebe Gebe Degil
— Gebe Degil 31 4.90 +0.26 3.80+0.33
7. gun EGF 54.7 100 Fark P<0.0] P<0.001
21. gin EGF 70.7 100
21. giin P, 67.4 100

Tablo 4. Yedi ve 21. gindeki RIT 21. giindeki P, konsantrasyonu ve 45. gin rektal muayene sonuglarinin
degerlendirilmesi

Inek RIT P, Rektal
Sayis: 7. Giin 21. Giin (ng/ml) Muayene Yorum

<4 <4 <23 Fertilizasyon bagansizlig1 ya da 7, gine kadar gekillenen erken
7 ) briyonik 6lim ?

© 8 2 FrRyenE S

>4 <4 . <23 o
19 *) © S =S i

Erken embriyonik &liim ? (7-16. giinlerde)

>4 -4 >2.3
29 P ) ) +) Gebelik

>4 <4 >23 (_)
2 +) &) +) ‘ Geg embriyonik ohim ? (16-21. ginlerde)

>4 >4 >23 (_)
12 +) ) +) Geg embriyonik oliim ? (21. giinden sonra)
(+)* Gebe
() 2 Gebe degil

'1’-' ¥ .\-

Sekil 1. Boga lenfositi ile koyun eritrositleri arasinda olugan hale Seldl 2. Boga lenfositi ile koyun eritrositleri arasinda olugan tam L-

seklindeki bir E-rozetin mikrofolograt’ (x320) gdrontisi. rozetin mikrofotograf (x320) gériintasa.
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TARTISMA VE SONUC

Tohumlama sonrasi gebe kalan ve kalmayan
hayvanlarin en erken donemde tespiti énemlidir. Inek
yetigtiriciliginde amacin her yil bir buzagi elde etmek
oldugu goz 6ntinde tutulurak, dogum ile yeni bir gebeligin
sekillenmesi  arasindaki  surenin  mitmkin oldugunca
uzamamasi igin, ozellikle gebe kalmayan hayvanlann
teshisine imkdn veren yontemler izerinde ¢aligmalar
devam etmektedir (2). Giiniimiizde erken gebelik
teshisinde kullamlan yoéntemler iginde RIT ile EGF
tespiti, bu konuda erken sonug almayr saglayan
uygulamadir (42).

Yasuda ve ark. (44), sun'i tohumlamadan 15 giin
sonra. ineklerden alman serum Omeklerinde, gebe
hayvanlardaki Rozet Inhibisyon Titre'sini ortalama 6.6 +
1.28. gebe olmayanlarda ise 2.0 + 0.94 olarak tespit
etmislerdir. Sakunju ve ark.(30) da sun'i tohumlamayi
miteakip 6-9. ginlerdeki ortalama Rozet Inhibisyon
Titre'sini gebelerde, 6.25 + 0.89, gebe olmayanlarda ise
533 '+ 216; 13-16. gunlerdeki Rozet Inhibisyon
Titre'lerini ise gebe ve gebe olmayanlarda sirasiyla 6.63
0.92 ve 3.50 £ 1.05 olarak belirlemisler ve ineklerde 13-
16. ginlerdeki gebe ve gebe olmayan hayvanlarin Rozet
Inhibisyon Titre'leri arasmndaki farkin énemli oldugunu
bildimiglerdir. Shimizu ve ark. (33) da sun'i tohumlamayi
izleyen 15. giinde, gebe ve gebe olmayan ineklerin Rozet
Inhibisyon Titre'leri arasindaki farkin énemli oldugunu
agiklamislardir. Jto ve ark. (12), in vitro fertilizasyon
sonrast 6-7. giinlerde blastosit gelisimi olanlarda, serum
EGF aktivitesi oramunin, olmayanlardan énemli 6lgide
(p<0.05) daha vyiksek oldugunu gostermiglerdir.  Bu
¢aliymada da tohumlama sonrast 7. ginde elde edilen
verilerin - (gebelerde  5.79£0.10, gebe olmayanlarda
4.9020.26), yukarida zikredilen ¢aligmalarin bulgulanyla
uyum igerisinde oldugu gorilldu.

Gebe  hayvanlarda tohumlamadan sonraki 21.
gunde elde edilen progesteron degerlerine ait talismalarda
(1. 6, 34, 36), progesteron diizeyinin 2.3 ile 14 ng/ml
arasinda degigtigi bildirilmektedir. Bu galismada, gebe
hayvanlarda tohumlamadan sonraki 21. ginde clde edilen
progesteron  degerleri  (4.07-8.54 ng/ml), Shin ve
ark.(35)nin tespitlerinden (3-5 ng/ml) biraz daha yiiksek
olup, yukanda amnlan diger ¢aliymalarda bildirilen
degerlere yakindur.

Progesteron  6strustaki hayvanlarda  duguk
sevivelerdedir. Bu zamanda yapilan oémekleme, tekrar
0strils gosteren ineklen ayirt etmeye imkan vereceginden,
21. gindeki progesteron miktarinin tespiti, gebeligin
tahmininden ziyade, gebe olmayanlarin belirlenmesinde

F.0.Saghk Bil. Dergisi 2000, 14 (1),

daha ok gilvenilir olmaktadir. Bazi aragtinicilar (1, 15,
22, 23, 40, 41), %87-%100 oraninda bir dogrulukla, gebe
olmayanlar1 belirlemiglerdir. Bu ¢aligmada da gebe
olmayanlar %1001Tiik bir dogrulukla tespit edildi.

Sakunju ve ark (30), gebe incklerde 5'in iizerinde
olan RIT'lerinin, embriyolarin alinmasindan 3 gin sonra
4'in altima digtigiind gostermislerdir. Bu bulgu, Rozet
Inhibisyon Titre'lerinin, ineklerde dogrudan dogruya
embriyonun canlthgini yansittifimin - gostergesidir  ve
olugturulan aborttan sonra, inekte EGF aktivitesinin
bulunmamasi sebebiyle, embriyonik kaybin en erken
belirleyicisidir. Bu g¢ahsmada, 21. giin progesteron
6l¢timit sonucu, gebe olmayan hayvanlarin %41 .2'sinin, 7.
giin EGF aktivitelerinin 4'iin altinda oldugu goruldu. Bu,
daha ziyade fertilizasyonun gekillenmemesi ya da erken
embriyonik 6lim sekillendigi giiphesini uyandirmaktadir.
Yirmibirinci giin progesteron lglimii sonucuna gore gebe
olmayan hayvanlann %58.8'inde ise, 7. giindeki EGF
aktivitesine ait titre 41in iizerinde iken, 21. giinde 4'in
alina distt. Bu, embriyonun gelisememesini yansitir ve
EGF tretimiyle, erken embriyonik &liimlerin iligkali
oldugunu géstermektedir.

Birkisim aragtimacilar (3, 33, 43), tabii ya da sun'i
tohumlamadan sonra fertilizasyon oranini %85-95 olarak
bildirirlerken, tohumlama sonrasi 42. ginde gebelik
oraminin sadece  %30-60 oldugunu bildimmislerdir. Bu
galiymada da 7. gindeki EGF aktivitesine ait RIT'
fertilizasyon olarak degerlendirildiginde, %88.3 oraninda
bir fertilizasyonun sekillendiginin tespit edilmesi, bu
bulgulan dogrulamaktadr,

Barth ve Horsch (3), embriyonik  Slimlerin
%10'dan %65' kadar ¢ikabilecegini, Diskin ve Sreenan
(5) isc embriyonik &limlerin %30'dan fazla oldugunu
bildirmektedirler. Yapilan bu ¢aligmada da tohumlamay:
izleyen 45. giindeki embriyo kayiplani %45.3 bulundu
Ancak, 7. giindeki RIT bulgularinmn fertilizasyon olarak
degerlendirilmesi dolayisiyla  bu oranin,  gergek
embriyonik 6lim oramindan biraz daha diigik olmasi
muhtemeldir.

Sonug olarak, tim kantitatif yontemler gibi,
laboratuvar donanimina gerek duyulmasi, saha sartlannda
uygulanmasinin gucligy, olumsuz bir yon olmakla
birlikte, ineklerde tohumlama sonras1 EGF aktivitesinin
olgilmesi, fertilizasyon bagansizligini  ve  erken
embriyonik  kayiplarin ortaya konmasinda degerli bir
yéntem olarak kullanilabilir. Tohumlamay: izleyen 7.
gunde RIT kullanilarak, EGF teshisi yardimiyla, 6zellikle
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gebe olmayan ineklerin kisa sirede belirlenip yeniden
tohumlanmalan mimkiin olabilir.

Kisaca, tohumlamadan sonraki 7. ginde gebe ve
gebe olmayan inekler arasinda, Rozet Inhibisyon Titre'leni
arasinda 6nemli bir fark oldugundan (p<0.01), EGF
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