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Inek, koyun ve képeklerde degisik radioimmunoassay progesteron
olciim Kitlerinin reprodiiktif siirecin farkh evrelerinde
degerlendirilmesi
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Ozet: Bu c¢alismanin amaci, inek (n=25), koyun (n=25) ve disi kopeklerin (n=25) farkli siklik evrelerinde, gebelik
dénemlerinde ve disi kopeklerin yalanci gebeliklerinde, kan serumunda progesteron diizeylerini tiire spesifik (Immunotech®),
insanlarda kullanilan (Immunotech®) ve bu calisma i¢in olusturulan standart araligi genisletilmis radioimmunoassay kitleri (SAGK)
ile dlcerek tani yoniinden uyum ve olast farkliliklar ortaya koymaktir. Olgiimlerde kullanilan beseri kit ve tiire spesifik kitler ile
Olgtimler {iretici firmanin belirtmis oldugu yonteme gore yapilmistir. SAGK ile dlgiim yapabilmek icin 6ncelikle standart araligi
genisletilmis ve standart noktalar olarak 0, 2.5, 5, 10, 20, 40, 80 ve 100 ng/ml diizeyleri kullanilmistir. Bu kit ile yapilan dl¢timlerde
takip edilen siireg, nceki iki kit ile aym sekilde yiiriitiilmiistiir. Olgiimlerden elde edilen sonuglar degerlendirildiginde; tiim
gruplardan her ti¢ kit kullanilarak elde edilen sonuclar arasinda istatistiksel yonden 6nemli bir farkliligin olmadig1 (p>0.05) ortaya
konulmustur. Kitlerden elde edilen sonuglarin korelasyonu yapildiginda ise inekte r= 0.999 ve r=1.000; koyunda r=0.997 ve r=1.000
ve kopekte r=0.994 ve 0.998 diizeyinde bir iliski bulunmusgtur.

Sonug olarak, inek, koyun ve disi kopeklerde progesteron Olgiimii amaciyla tiire spesifik kitler yerine, standart araligi
genisletilen veya beseri kitlerin saglikli bigimde kullanilabilecegi kanisina varilmugtir.

Anahtar sozciikler: Evcil hayvanlar, gebelik, progesteron kiti, radioimmunoassay, siklik dénemler

The evaluation of various radioimmunoassay progesterone Kits for different stage of reproductive
period in the cow, sheep and bitch

Summary: The aim of this study was to compare blood serum progesterone levels by using different progesterone
radioimmunoassay kits, in different stages of sexual cycle and pregnancy in the cow (n=25), sheep (n=25) and bitch (n=25).
Progesterone levels in blood serum samples of the materials were measured by human progesterone RIA kit (Immunotech®), bovine,
ovine and canine progesterone RIA kit (Immunotech®™) and a validated human RIA kit. Measurements were performed according to
instructions of the kits. As a validation, standart interval was extended and standart points were set to 0, 2.5, 5, 10, 20, 40, 80 and 100
ng/ml of the human kit. There was no statistically important difference between the mean progesterone values obtained by using
different test kits (p>0.05). The results were correlated at the level of r=0.999 and r=1.000 for cows; r=0.997 and r=1.000 for sheeps
and r= 0.994 and 0.998 for bitches. In conclusion, human RIA and validated human RIA kits can be use safely instead of species
specific test kits for the blood progesterone mesurements in the cows, ewes and bitches.

Key words: Domestic animals, pregnancy gebelik, progesterone kit radioimmunoassay, cyclic periods.

Giris

Hayvan yetistiriciliginde endokrin bir bezin
fonksiyonel durumu hakkinda bilgi edinmek i¢in kanda
hormon analizlerinin 6nemi biiyiiktiir. Giinlimiizde gesitli
Olglim yontemleri ile hormonlarin en diisiik miktarlar
(ng, pg) bile hizli ve giivenilir sekilde tespit edilebilmek-
tedir. Endokrin tant amactyla yararlanilan yontemlerden
bir tanesi de radioimmunoassay’dir (RIA). Yontemin
ilkesi antijen-antikor reaksiyonunun radyoaktif yontemle

Olgiilmesine dayanir. RIA yonteminden sonra, ayni
ilkelerden koken alan, basta enzimimmunoassay (EIA)
olmak {izere bir¢ok yontem gelistirilmigtir. RIA nin diger
yontemlere gore dnemli bir avantaji mitkemmel spesifite,
dogruluk, duyarlik ve kesinlikte sonu¢ vermesidir (20).
Inekte, follikiiler dénemde ve metdstrusta diisiik
seyreden progesteron diizeyi metdstrus sonunda artmaya
baslar ve Ostrus siklusunun 8 -10. giinlerinde en iist diize-
yine ulagir. Tohumlama sonrasi, gebelik sekillendiyse,
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21. glinde progesteron diizeyi daima >2ng/ml olmalidir
ve anilan giindeki progesteron diizeyi genellikle 6-8
ng/ml kadardir (9, 11, 25).

Koyunlarda da ostrus doneminde diisiik seyreden
progesteron, siklik luteal evrenin {iglincii giiniinden
itibaren yiikselmeye baslar ve sekizinci giinde zirve
diizeyi olan 4-6 ng/ml’ye ulasir, 12-14. giine kadar da bu
diizeyini korur. Gebeligin 18. giiniinde progesteronun
kandaki diizeyi 3-5 ng/ml arasinda degisir. Bu diizey,
ileri donem gebeliklerde iki katina, hatta daha fazlasina
cikabilir (18, 24).

Disi kopeklerde diger tiirlerden farkli olarak hem
Ostrus doneminde yiiksek progesteron diizeyi bulunur
hem de gebelik olsun veya olmasin corpus luteum
ovulasyondan sonra 50-70. giine kadar progesteron
salgilamaya devam eder. Kopeklerde,
sonunda 2-4 ng/ml olan progesteron diizeyi, ovulasyonda
yaklagik 5 ng/ml’ye ulasir ve ovulasyondan iki giin sonra
4-10 ng/ml seviyesinde seyreder. Didstrus sirasinda ise
50-90 ng/ml’ye ulagabilir (7, 8, 10).

Bu ¢alismada, inek, koyun ve disi kopeklerin farkli
siklik evrelerinde, gebelik donemlerinde ve disi kopekle-
rin yalanci gebeliklerinde, progesteron diizeylerinin tiire
spesifik, insanlarda kullanilan ve bu ¢alisma igin standart
araliklar1 genisletilerek olusturulan RIA progesteron
kitleri ile degerlendirilerek, tant yoniinden uyum ve olasi
farkliliklar1 ortaya koymak amaglanmustir.

proostrusun

Materyal ve Metot

Hayvan materyali: Bu g¢aligmanin materyalini
Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Uygulama
Ciftliginde bulunan koyun ve inekler ile Ankara
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dogum ve Jinekoloji
Anabilim Dali Kiigik Hayvan Klinigi’'ne jinekolojik
muayene amaciyla getirilen disi kopekler olusturdu.
Calismada 25’er adet inek, koyun ve kopek kullanildi.
Sunulan ¢aligmada &strus siklusunun proostrus, Ostrus,
metdstrus, diostrus evrelerinde bulunan ve iki aylik gebe
olan ineklerden beser adet; Ostrus siklusunun &strus,
diostrus ve andstrus evreleri ile gebeligin erken (45 giin)
ve ge¢ donemlerinde (120 giin) bulunan koyunlardan
beser adet; ve Ostrus siklusunun prodstrus, oOstrus,
didstrus ve andstrus evrelerinde bulunan ve klinik yalanci
gebelik belirlenen kdpeklerden beser adet kullanildi.

Hayvan materyalinin degerlendirilmesi: Calismada
kullanilan hayvanlarin reproduktif siiregleri klinik
bulgular, rektal ve vaginal muayeneler, vaginal sitoloji ve
ultrasonografik muayene sonuglarina gore degerlendiri-
lip, gruplandirildi.

Kan serumu orneklerinin toplanmasi ve saklanmast:
inek ve koyunlarin vena jugularis’inden, kdpeklerin ise
vena cephalica antebrachi’sinden periferal kan ornekleri
toplandi. Toplanan kanlar bir gece +4°C pihtilasmaya

birakildiktan sonra 3000 devir/dk, 15 dakika siire ile
santrifiij  edilerek Olgiimler
yapilincaya kadar -18°C’de saklandi.

Progesteron  élgiimleri: Caligmada progesteron
6l¢timleri, bes farkl kit (beseri RIA progesteron kiti, inek
RIA progesteron kiti, koyun RIA progesteron kiti, kopek
RIA progesteron kiti ve bu c¢aligma igin gelistirilen,
standart araligi genisletilmis (SAGK), anti-progesteron
antikoruyla kapli kitler) kullanilarak, RIA yontemi ile
yapildi. Beseri ve hayvan tiirlerine spesifik RIA kitleri ile

serumlart  ayrildi  ve

Ol¢limler dretici firmanin (Immunotech®,
belirtmis oldugu yontemlere gore yapildi.
Standart araligi  genisletilen RIA kiti  igin
standartlarin hazirlanmasi ve él¢iimlerin yapilmast: Bir
mg saf progesteron (Sigma®, P0130) 10 ml metanol
icerisinde  ¢oziindiirillerek  birinci  stok  soliisyonu
(1mgP,/10ml metanol) elde edildi. Bu stok soliisyonun-

France)

dan 100 pl alinip metanol ile 10 ml’ye tamamlandi ve
ikinci stok soliisyonu (10pgP,/10 ml metanol) elde
edildi. ikinci stok soliisyonundan 200 pl alinarak bir cam
siseye aktarildi ve metanolii oda isisinda ugurularak
tiipiin dibinde 200 ng progesteron kalmasi saglandi. Bu
tiiplin igerisine 2 ml progesteron igeremeyen serum
(erkek hayvanlardan alinan kan serumu) konuldu ve
vorteks karigtiricidan gegirilerek 2 ml serum igerinde 200
ng progesteron olmast saglandi. Hazirlanan bu
soliisyondan bir ml alinip yeni bir cam tiipe konuldu ve
bu 100 ng/ml ile birinci standart noktasi oldu. Diger
standart noktalar ise uygun diliisyonlar yapilarak 80, 40,
20, 10, 5, 2.5 ve 0 ng/ml olacak sekilde ayarlandi.
Standart soliisyonlar inek, koyun ve kopek igin ayri
hazirlandi. Standart soliisyonlar hazirlanirken progesteron
icermeyen serum olarak calismada kullanilan tiirlere ait
erkek hayvanlarin kan serumlar1 kullanildi. Standart
soliisyonlar olusturulduktan sonra dl¢timler, ticari olarak
satin alman RIA progesteron kiti igindeki anti-
progesteron antikoru ile kapl tipler kullanilarak
gergeklestirildi. Siirecin bundan sonraki kismi beseri RIA
progesteron kiti ve tire spesifik kitler ile yapilan
6l¢iimlerde oldugu gibi yiiriitiildi.

Istatistiksel — hesaplama: Verilerin istatistiksel
hesaplamas1 SPPS® (SPSS, 14.0) programinda yapild:.
Ortalama deger ve standart sapmalarin hesaplanmasinda
“Descriptive Statistics” yontemi kullanildi. Birbirinden
bagimsiz ikiden fazla grubun karsilagtirilmasinda
“Kruskal-Wallis H” testi, birbirinden bagimsiz 6érneklerin
degerlendirilmesinde ise “One Way Anova” testi yapildi.
Gruplar ve kitler arasindaki iligkinin 6nemi “Bivariate
Correlation” testi ile belirlendi.

Bulgular
Inekte progesteron élgiim bulgulary: Beseri Kkit,
inege spesifik kit ve standart arali1 genigletilmis kit ile
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yapilan oOlglimler sonucunda elde edilen progesteron
diizeyleri arasinda istatistiksel yonden bir fark olmadigi
(p>0.05) belirlendi (Tablo 1). Ayni kitler kullanilarak
gerceklestirilen Olciimlerden elde edilen veriler arasinda
yapilan istatistiksel degerlendirmede, Ol¢iim sonuglart
arasinda istatistiksel yonden 6nemli (p<0.001) pozitif bir
korelasyon bulundu (Tablo 2).

Tablo 1. Inekte, calisma bulgularinin karsilastiriimas:
Table 1. The comprasion of the results obtained from the cow

39

Tablo 4. Koyunda, farkli kitlerle yapilan ol¢iimlerden elde
edilen sonuglar arasindaki korelasyon katsayisi (r) ve dnemi (p).

Table 4. Correlation coefficient (r) and its importance (p)
between the results obtained from the kits used in the study of

Beseri kit Inek kiti SAGK Onem

X=£S X+S X+S ..

GRUPLAR (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) degeri

Prodstrus 0.1£0.8 02+0.8 02+0.6 ~0.05
(min-mak) (0.04-0.25) (0.11-0.29) (0.19-0.34) p=o

Ostrus 02+09  02x0.1 03£0.1 s
(min-mak)  (0.06-0.30) (0.09-0.36) (0.17-0.44) P~

Metostrus 0.3+£0.1 03+£0.1 0.3£0.1 ~0.05
(min-mak) (0.24-0.46) (0.19-0.35) (0.21-0.37) p=o

Didstrus 75+£1.0 8.0+t14 7.5+09 ~0.05
(min-mak) (6.52-8.91) (6.54-9.87) (7.03-8.17) p=o

Gebelik 7.8+ 1.0 8.0+0.9 7.4+0.8 ~0.05
(min-mak)  (6.44-9.05) (5.99-0.06) (6.17-8.06) p=o

Tablo 2. Inekte, farkli kitlerle yapilan dlgiimlerden elde edilen

sonuglar arasindaki korelasyon katsayis1 (r) ve dnemi (p).

Table 2. Correlation coefficient (r) and its importance (p)
between the results obtained from the kits used in the study of

the cow.

Kitler Beseri kit Inek kiti SAGK
N
o

SAGK o001 peo0ol _

Tablo 3. Koyunda ¢aligma bulgularinin karsilagtirilmast
Table 3. The comprasion of the results obtained from the sheep

Beseri kit

Koyun kiti

SAGK

the sheep.
Kitler Begseri kit Koyun kiti SAGK
- =0.997 = 0.998
Begeri kit - p<0.001 p<0.001
. 1=0997 = 1.000
Koyun kiti p<0.001 - p<0.001
= 0.998 = 1.000
SAGK p<0.001 p<0.001

Koyunda progesteron olgiim bulgulari: Beseri kit,
koyun spesifik kit ve standart aralig1 genisletilmis kit ile
yapilan Ol¢iimlerden elde edilen progesteron diizeyleri
arasinda istatistiksel yonden bir fark (p>0.05) belirlene-
medi (Tablo 3). Her ii¢ kitten elde edilen 6l¢iim sonuglari
arasindaki iliskinin hesaplanmasinda istatistiksel yonden
onemli (p<0.001) pozitif bir korelasyon bulundu (Tablo 4).

Kopekte progesteron olgiim bulgulari: Beseri kit,
kopege spesifik kit ve standart araligi genisletilmis kit ile
yapilan oOlglimler sonucunda elde edilen progesteron
diizeyleri arasinda istatistiksel yonden bir fark olmadigi
(p>0.05) belirlendi (Tablo 5). Olgiimlerde kullanilan ii¢
kitten elde edilen sonuglar arasinda istatistiksel yonden
o6nemli (p<<0.001) pozitif bir korelasyon bulundu (Tablo 6).

Tablo 5. Kopekte, calismada bulgularinin karsilagtirilmasi
Table 5. The comprasion of the results obtained from the bitch.

Beseri kit Kopek kiti

SAGK Onem

GRUPLAR X+S X+S .

(ng/ml) (ng/ml) X =£S (ng/ml) degeri

Proostrus 0.7+0.5 0.6+0.3 0.6+0.5 ~0.05
(min-mak) (0.03-1.1) (0.3-1.0) (0.1-1.2) p=.

Ostrus 51+£22  6.6+0.3 6.9+34 o5
(min-mak) (3.3-8.9) (44-12.6) (4.2-12.8) p=.

Didstrus 30.8+17.9 31.8+16.0 41.3+21.6 ~0.05
(min-mak)  (10.6-47.0) (13.2-47.4) (16.0-61.8) p=.

Anostrus 04+04 0.1 £0.1 02+0.2 ~0.05
(min-mak) (0.02-1.0) (0.01-0.3)  (0.01-0.5) P~

Yalanci gebe 23+1.4 25+1.6 33£1.7 ~0.05
(min-mak) (1.0-3.9) (1.04.3) (1.3-5.1) p=.

Tablo 6. Kopekde farkli kitlerle yapilan Ol¢iimlerden elde
edilen sonuglar arasindaki korelasyon katsayisi (r) ve onemi (p).
Table 6. Correlation coefficient (r) and its importance (p)
between the results obtained from the kits used in the study of
the bitch.

GRUPLAR  X=S X+S X+S ((;erieerfi
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) &

Ostrus 02+09  02+0.1 0.3+0.2

. p>0.05
(min-mak) (0.1-0.4) (0.1-0.2) (0.1-0.5)
Diostrus 56+1.0 6.5+£0.9 6.6+09 ~0.05
(min-mak) (4.6-7.2) (5.8-7.9) (5.7-8.0) p=o
Anogstrus 0.03+£0.04 0.04+£0.06 0.06=+0.06 ~0.05
(min-mak)  (0.01-0.1)  (0.01-0.2)  (0.01-0.1) p=o
Erken gebe 7.0+ 0.9 73+0.7 7.8+0.3 ~0.05
(min-mak) (6.2-8.0) (6.5-8.2) (7.3-8.0) p=5
Geg gebe

+ + +

(min-mak) 11.2+0.8 113+0.6 11.9+0.5 >0.05

(10.1-12.0) (10.7-12.0) (11.1-12.2)

Kitler Beseri kit Képek kiti SAGK
i - o o
G O o
SAGK T o001 peoool -
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Tartisma ve Sonuc¢

Bu calisma, tiire spesifik RIA progesteron kitlerin
pahali olmasi ve kolay bulunamamasi nedeniyle alternatif
kitlerin kullanilabilirligini arastirmak {izere yapilmustir.

Ineklerde progesteron diizeyi ovulasyondan iki giin
sonrasina kadar <0.5 ng/ml ile bazal seviyede seyreder
(13, 23). Bastan ve ark. (1), ineklerde corpus luteum’un
belirlenebildigi ilk giinde ortalama progesteron degerlerini
2.18 ng/ml olarak bildirmislerdir. Bu diizey siklusun 5.
ve 11. glinii arasinda 6-10 ng/ml’ye ulasir. Didstrus
ortasinda progesteron diizeyinin 4-20 ng/ml oldugunu
bildiren yayinlar bulunmaktadir (14). Shemesh ve ark.
(21), ineklerde gebeligin 19-22. giinlerindeki progesteron
diizeyinin >2.5 ng/ml olmasi gerektigini bildirmistir.
Knickerbocker (12) gebe ineklerde progesteron diizeyini
6-15 ng/ml olarak bildirmektedir. Sunulan ¢alismada da
ineklerden toplanan kan serumu orneklerinin beseri kit,
inege spesifik kit ve standart aralig1 genisletilmis kit ile
yapilan dl¢limlerinde, progesteron diizeyleri prodstrus ve
Ostrus doneminde <0.5 ng/ml; didstrus doneminde ise
6.52 ng/ml ile 9.82 ng/ml arasnda bulunmustur.
Gebelikte toplanan kanlarin degerlendirilmesi sonucunda
ise her {i¢ kitten elde edilen progesteron diizeyleri 5.99
ng/ml ile 9.05 ng/ml arasinda belirlenmistir.

Koyunlarda tiim dstrus ve andstrus donemi boyunca
progesteron konsantrasyonu bazal diizeyde (<1.0 ng/ml)
seyreder (18, 24). Sulu ve ark. (26), yaptiklar1 ¢aligmada
Ostrus doneminde progesteron degerini 0.23 + 0.07 ng/ml
olarak  belirlemislerdir. = Koyunlarda  progesteron
diostrusta 4-6 ng/ml (24) veya 8 ng/ml (18) ile en yiiksek
diizeyine ulasir. Bu c¢alismada, koyunlarda toplanan
kanlarin beseri kit, koyuna spesifik kit ve standart araligi
genisletilmis kit ile yapilan O6lgiimlerinde, progesteron
diizeyleri ostrus doneminde <0.5 ng/ml;
doneminde <0.2 ng/ml; ve didstrus doneminde ise 4.6
ng/ml ile 8.0 ng/ml diizeyleri arasinda bulunmustur.
Gebe koyunlarda 16-21. gilinde ortalama progesteron
diizeyini 3.86 + 0.25 ng/ml’dir (21). Gebelik siiresince
progesteron diizeyi 1.5 ng/ml ile 15.0 ng/ml arasinda
degisebilmektedir (26). Sunulan ¢alismada her ii¢ RIA
kiti kullanilarak yapilan 6lgiimlerde progesteron diizeyi
erken donem gebe olanlarda 6.2 ng/ml ile 8.2 ng/ml
arasinda; ileri donemde gebe olanlarda ise 10.1 ng/ml ile
12.2 ng/ml arasinda bulunmustur.

Kopeklerde prodstrus ve andstrus doneminde
progesteron konsantrasyonu bazi yazarlara gore <0.5
ng/ml (7, 22) iken diger bazi yazarlara gore <I1-2
ng/ml’dir (3, 15). Sunulan ¢alismada beseri kit, kopek
kiti ve standart aralifi genisletilmis kit ile yapilan
Olgiimlerde progesteron diizeyleri; proostrusta <1.2
ng/ml; andstrusta <0.5 ng/ml; ve strusta 3.3 ng/ml ile
12.8 ng/ml arasinda belirlenmistir. Bu c¢aligmada
prodstrus ve Ostrus donemlerinde elde edilen degerler,

anostrus

diger bazi arastiricilar (2, 15, 17) tarafindan standart
aralig1 degistirilmis kitlerle yapilan veya beseri ve kopek
kitleri kullanilarak yapilan g¢alismalardan (19, 28, 29)
elde edilen degerler ile uyum gostermektedir. Kopekte
progesteron didstrus doneminde en st diizeylerine ¢ikar
(10). Bu diizey 15-90 ng/ml (8) veya 50-90 ng/ml (7)
olarak bildirilmektedir. Anilan hormonun en yiiksek
diizeyleri 50 ng/ml (6), 70 ng/ml (27) ve 90 ng/ml (4)
gibi farkli bildirilmistir. Caligmada da her ti¢ RIA kiti
kullanilarak elde edilen didstrus donemine ait
progesteron diizeyleri 10.6 ng/ml ile 61.8 ng/ml arasinda
belirlenmistir. Klinik yalanci gebe olduklar1 belirlenen
kopeklere ait kan serum Orneklerinin ayni Kkitler
kullanilarak degerlendirilmesinde progesteron diizeyleri
1.0 ng/ml ile 5.1 ng/ml arasinda bulunmustur. Bu sonug
yalanci gebelikte 5.07 = 3.00 ng/ml (16) olarak bulunan
progesteron diizeyi ile benzerlik gdstermektedir

Sonu¢ olarak; inek, koyun ve kdopekte Ostrus
siklusunun farkli donemleri ve gebelik evresinde
toplanan kan serumu 6rneklerinin beseri kit, tiire spesifik
kit ve standart aralifi genisletilmis kit ile yapilan
Olgtimlerinden elde edilen verilerin degerlendirilmesi
sonucunda ¢ tiire ait kan serumu progesteron
sonuglarinin beseri kit, tiire spesifik kit ve standart araligt
genisletilmis kit ile yapilan 6lgtimleri arasinda 6nemli
diizeyde bir farkliligin olmadig1 (p>0.05) belirlenmistir.

Her tiire ait beseri kit, tiire spesifik kit ve standart
aralig1 genisletilmis kitlerden elde edilen verilerin birbiri
ile korelasyonu yapildiginda korelasyon katsayisi (r) inek
icin 0.999 ile 1.000 arasinda; koyun i¢in 0.997 ile 1.000
arasinda ve kopek igin 0.994 ile 0.998 arasinda
saptanmistir. Elde edilen korelasyon katsayilari her tiir
i¢in p<0.001 ile 6nemli bulunmustur.

Elde edilen istatistiksel sonuglar; c¢alismada
kullanilan her ii¢ kitin de inek, koyun ve kopek kan
serumundan progesteron Olgmek amaciyla saglikli
bi¢imde kullanilabilecegini ortaya koymakta ve Eckersall
ve Harvey’ in (5) bir tiire spesifik EIA kitlerinin diger
tirler iginde kullanilabilecegi goriisine de katkida
bulunmaktadir.
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