INEKLERDE ERKEN GEBELIK TANISI AMACIYLA
KAN VE SUTTE PROGESTERON HORMONU DUZEYLERININ
ARASTIRILMASI!

Determination of milk and plasma progesterone concentrations
for early diagnosing pregnancy in cows

Erol ALACAM?
Tevfik TEKEL]I?
A. Nuri SEZER?

Summary : The aim of this study was to investigate the pregnancy di-
agnosis rates by blood and milk serum progesterone assays at the first
and second estrous periods after the natural servings in cows and heifers.

Fourty Swedish red cows and 10 heifers, between 2-11 years old,
were used as materials.

Blood and milk samples were collected from cows in addition to
blood samples taken from heifers on the days of 21, 38 and 45 days after
serving. Blood and milk samples were centrifugated for 20 minutes at the
2000 and 5000 rpm respectively and were kept in at - 20 until the determi-
nation of progesterone by radioimmunoassay method.

For the progesterone assays, «'®I Direct progesterone kits, IMM 1024,
Immuchem Comp.» and «gamma counter, mini assay type, 6 -20» wers
used. The figures higher than 2.30 ng/ml for plasma and 1.94 ng/ml for
milk serum both the cows and heifers were evaluated as pregnant. Ra-
dioimmunoassay results were controlled by rectal examination on the
60 th day after the servings.

At the end of the study the correct diagnosis rates were 84.45 % and
100.00 % for pregnant and non pregnant animals.

(1) Bu calisma S. U. Arastirma Fonu tarafindan desteklenmistir.

(2) Prof. Dr., 8. U. Veteriner Fakiiltesi, Dogum ve Reprodiiksiyon Hastaliklan
Anabilim Dali, Konya.

(3) Yrd. Doc. Dr., 8. U. Veteriner Fakiiltesi, Dogum ve Reprodiiksiyon Hastalik-
larl Anabilim Dali, Konya.

(4) Uzm. Dr., Ozel Niikleer Tip Merkezi, Konya.
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The progesterone values for the blood samples taken at the 21st,
38 th and 45 th days were not different statistically. A correlation at 5%
level was found between the blood and milk samples in cows and heifers.

As a conclusion, the high rate of correct pregnancy diagnosis can be
obtained satisfactorily in cows and heifers by the assays of the blood and
milk samples collected at the 21 st day of serving.

Ozet : Bu calisma, inek ve diivelerden agimi izleyen ilk ve ikinci
ostriis donemlerinde toplanan kan ve siit 6rneklerindeki progesteron hor-
monu diizeylerini 6lgerek erken gebelik tanis1 saglamak ve karsilagtir-
mal1 olarak daha yiiksek oranda gebelik tanisi ganslarini aragtirmak ama-
ciyla yapildL

Calismada materyal olarak Isvigre esmeri irkindan, 2-11 yasls, 40
inek ve 10 diive kullanildi.

Dogal agumlar: izleyen 21., 38. ve 45. giinlerde ineklerden kan ve siit,
diivelerden ise sadece kan 6rnekleri alindi. Kanlar 2000 rpm de, siitler ise
5000 rpm de 20 dakika santrfiij edilerek, serumlar: gikartildi ve 6zel as-
say tliplerine aktarilarak, laboratuvar iglemlerine kadar derin donduru-
cuda (—20C°) saklandi.

Progesteron hormonu 6l¢limleri radyoimmunoassay (RIA) yontemi
ile yapild1 ve galigmada «®1 Direct Progesteron Analiz Kiti, IMM 1024,
Immuchem Corp.» ile «Mini assay, tip 6 - 20 Gamma sayicl» kullanildi.

Yapilan Olctimlere gore, progesteron diizeyleri, kan i¢in 2.30 ng/ml
den, silit serumu icin 1.94ng/ml den yiiksek olanlar gebe, diiglik olanlar
ise gebe degil geklinde siniflandirildilar.

RIA testi bulgular: agimlar: izleyen 60. giinde uygulanan rektal pal-
pasyon ile kontrol edildi.

Caligma sonucunda, gebelerde %84.45, gebe olmayanlarda ise %100.00
oraninda dogrulukla tani konulabildi.

Asimi izleyen 21., 38. ve 45. giin kan degerleri ile inek ve diivelerden
yapilan oOlctimler arasinda istatistiksel yonden Dbir farklilik goriilmedi.
Yine ineklerdeki kan ve silit degerleri arasinda, 21-45. giinlerde %5 dii-
zeyinde bir korelasyon saptandi.

Sonug olarak, inek ve diivelerden agimi izleyen 21. giinde alinan tek
bir kan/siit drnegine uygulanacak RIA yontemi ile yiliksek oranda bir
dogrulukla gebelik tanisi yapilabilecegi kanisina varilda.

Girig
Progesteron hormonunun ineklerde gebelik sirasinda - periferik kan-
daki dominant 6zelilgi ve yliksek diizeyleri, bu hormonun &l¢iimlerinin
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gebelik tanisinda yaygin olarak kullaniimasina neden olmustur. Inekler-
de gebelik tanisi amaciyla, tohumlamay: izleyen 19 - 24, glinlerde kan ve
stit progesteron degerleri 6lgiilerek degerlendirmeler yapilmaktadir. Ge-
be ineklerde 21. giinde kan progesteron diizeyi her zaman 2ng/ml
(6.4 nmol/lt) den fazla olup, genellikle 6 -8 ng/ml (19.1-25.5 nmol/1t)
kadardir. Gebe olmayanlarda ise bu deger ortalama 0.5ng/ml
(1.6 nmol/It) ya da daha az miktarlardadir (4, 5).

Ineklerde erken gebelik tanis: i¢cin RIA yontemiyle yapilan galigma-
larda (2, 7, 9, 10), gebeligin 21-23. giinlerinde %76 - 98 arasinda degigen
oranlarda bir dogrulukla tani yapilabildigi bildirilmektedir.

Progesteron hormonu diizeyinin yiiksekligi her zaman gebelige bag-
I1 olmayabilir. Baz1 ineklerde Gstriis siklusu 27 giine kadar uzayabilir ve
21. giinde corpus luteum heniiz aktif durumda bulunabilir. Yine erken
embriyonik oliimlerde corpus luteum bir siire ovaryum tiizerinde aktif
olarak kalip progesteron salgilamaya devam eder. Bu durumda degerlen-
dirme sonuclar1 gebelik yoniinden yaniltic: olabilir. Bu nedenle RIA yon-
teminde gebe tanisi konulan hayvanlarda dogruluk orani gebe olmayan-
larin tanisia kiyasla daha diigliktiir ve 9%75-90 arasinda degisir (12, 13).
Gebe olmayanlarda ise yontemin dogruluk orani daha yiiksek olmakta-
dir. Gebe olmayanlarin tanisindaki yanilgilar, genellikle hatali olarak
metstriiste tohumlanan ineklerde goriilmektedir. Boyle durumlarda 21.
giinde alinan orneklerde progesteron diizeyi, ikinci luteal dénem nede-
niyle, yliksek cikabilir.

Asagidaki tabloda, kan plazmas: ve slitte progesteron diizeylerinin
Ol¢iilmesiyle yapilan bazi gebelik tanisi caligmalar: ile gebe ve gebe olma-
yan ineklerde konulan tamilarin dogruluk oranlari 6zet olarak sunul-
mustur.

Tablo 1. Literatiire galisma bulgular:

Inek Ornek Dogruluk oranmi (%)
Aragtiricilar sayisl glinii Gebe (+) G. Degil (—)
Enne ve ark.
1984 (3) 230 22-25 , 86.4 100.0
Laing ve ark.
1979 (6) 82 38-46 90.3 90.0
Pennington ve ark.
1976 (11) 508 21 76.0 98.0
Pope ve ark.
1976 (14) 500 21 80.0 95-100.0

Shemesh ve ark.
1981 (16) 96 21-24 79.0 100.0
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Progesteron diizeylerinin olgiilmesi i¢in asimi izleyen 21 -23. giinler
erken tani yoniinden avantaj saglamakla hirlikte bazi yazarlar (6, 7, 10,
15), 38. ved6. giinlerde toplanan ornekler ile daha saglikli sonucglar alina-
bilecegini ileri siirmektedirler. Bu aragtiricilar, 38 ve 46. gilinlerin hayva-
nin tohumlanmasini izleyen ikinci dstriis dénemine rastladigini ve 8 giin-
lilkk araligin sikluslarin uzayabilme ihtimalini de goéz oniinde tuttugunu
bildirmektedirler. Yine, ¢ofu erken embriyonik Slimiin 42. glinden Once
sekillenmesi nedeniyle, fertilite yoniinden 38 - 46. glinlerde yapilan 6l-
¢limlerin 21. giinde yapilanlara kiyasla daha saghkli sonuglar verecegi
ileri slirtilmektedir (10).

RIA calismalarn igin ineklerde kan ve siit ornekleri alinmaktadir.
Kan Orneklerinin toplanma giigligiine karsilik, diveler icin tek segenek
~ olmaktadir. Siit ise hayvan bakicilar1 tarafindan bile kolaylikla toplana-
bileceginden ¢aligmalar ¢ogunlukla siit lizerinde yapilmaktadir. RIA yon-
teminde elde edilen progesteron diizeylerinde, minimum ve maksimum
degerler arasindaki genig aralik tani yoniinden rahatlik saglamaktadir.
Siitte olgiilen 5ng/ml ile, siit yagindaki 30 ng/ml nin altindaki degerler
hayvanin gebe olmadigini ortaya koymaktadir (10). Progesteron yogun-
lugunun daha yiliksek olmasi nedeniyle bazi yazarlar (1) siit yagini, bazi-
lar1 (6, 12) islem kolaylig1 bakimindan total siitli, bazilar1 (14) ise daha
saglikli sonuclar verdigi iddiasiyla yag1 alinmig sitii tercih etmektedir-
ler.

Sunulan caligmanin amacl, inek ve diivelerde, agimi izleyen ilk ve
Ostriis donemlerinde toplanan kan ve siit drneklerinde RIA yontemiyle
progesteron diizeylerini Glgerek erken gebelik tanisini-saglamak ve 21,
38. ve 45. glinlerde toplanan 6rnekler arasinda yapilacak kargilagtirma
ile daha yliksek oranda gebelik tanisi sanslarini arastirmaktir.

Materyal ve Metot
1. Materyal :

Bu calisma Tarmm Isletmeleri Genel Miidiirliigli, Konya Isletmesine
ait 40 inek ve 10 diive tizerinde yapildi Isvigre esmeri irkindan olan bu
hayvanlarin yaglar1 2 - 11 arasinda degismekteydi. Yetigtirmede baz yil-
larda sun’i tohumlama uygulanmakla birlikte, caligma sirasinda dogal a-
sim yaptirilmaktaydi. Ineklerin beslenme durumlari normal olup biitiin
yil boyunca akgamlar1 kapali barinaklarda tutuluyorlar, glindiizleri ise
agir1 sert iklim sartlar diginda mer’aya alinarak egzersiz yapmalar: sag-
lanmiyordu.

Yetigtirmenin kayif sistemi diizgiin olup, gebe olmayan hayvanlarda
post partum Ostriis kontrollari, sabah aksam gézlenerek yapiliyordu.



ineklerde Erken Gebelik Tanist Amaciyla Kan ve Siit... 17

2. Metot :
2.1. Orneklerin alinmas

Caligmada kullamilan hayvanlardan dogal asimi izleyen 21., 38. ve 45.
giinlerde iicer defa 6rnek alindi. Ineklerden her defasinda kan ve siit ér-
negi toplanirken, diivelerden sadece kan alndi.

Kan 6rnekleri vena jugularis'ten, steril tliplere 10 ml miktarinda ali-
narak kisa siirede 2000 rpm de 20 dakika santrfiij edildi ve serumu ayri-

larak ozel plastik tiiplere aktarildi.

Sttt ornekleri icin ise, meme baglar: iyice dezenfekte edilip, birkag¢ ¢e-
kim slit digar1 atildiktan sonra, steril tiipler igine, blitin meme bolimle-
rinden egit miktarda alinarak, 10 ml kadar karma siit toplandi. Bu arada
mastitis gliphesi gosteren meme bolimlerinin siitleri alinmadi. Topla- ‘
nan siit érnekleri de 5000 rpm de 20 dakika santrfiij edildi ve iistte biri-
ken kaymak tabakasi 6zel bir tel yardimi ile 6zenle ayrilip atildiktan son-
ra kalan siit serumu plastik tliplere aktarildi.

Daha sonra biitlin érnekler, laboratuvar c¢aligmalarina kadar derin
dondurucuda (— 20C°) saklandi.

2.2. Radyoimmunoassay caligmalar:
2.2.1. Deneylerde kullanilan aletler

— Derin dondurucu, Bosch (0/-60C°).
— Vortex mikser.

— Su banyosu, 37 C° dereceye ayarls,

— Yar1 ve tam otomatik, ayarlanabilir Socorex
pipetler (50 - 1000 ml).

— Aksesuar laboratuvar aletleri,

— Gamma sayici, mini assay tip 6 - 20, I'* i¢in ayarl;,
1000 sn ye ayarli zaman intervalli.

2.2.2. Caligmada kullanilan hormon analiz kitleri
%] Direct Progesteron Analiz Kitleri : IMM 1024, (Immuchem Corp.).

2.2.3. Kan ve siit érneklerinde progesteron hormonu 6l¢lim caligma-
lan

Gamma sayici, cihaz sayima baglamadan 6nce kalibre edildi ve calig-
ma yerindeki normal radyasyon (back ground) miktar:t saptandi. Bu sa-
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yium miktar: ornek ve standart ortalama sayimlardan g¢ikartilarak net sa-
yimlar bulundu.

Toplanan kan ve siit ornekleri derin dondurucudan cikartilarak, ser-
best halde oda sicakligina getirildi. Daha sonra iyice calkalanarak homo-
jenizasyonlar: saglandi,

Caligmada gu yol izlendi;
— Standart ve drnekler icin ¢ifter tiip hazirlandi,
— Her standart ve 6rnekten 50 ml 6zel tiiplerine konulduy,

— Bunlarin iizerine 1.0 ml Progesteron - *1 ilave edilerek vortex
mikserde karigtirildi,

— Tiplerin agizlar para-film ile kapatilarak 37C° de 150 dakika
inkiibe edildi,

— Tiipler dokiilerek bogaltildi ve absorban kagit lizerine ters cevril-
di. Onbeg dakika sonra, agiz kenarlar kurulanarak gamma sayicida sayi-
ma baglandi. Her tiip 3 dakika siire ile sayildi.

2.2.4, Verilerin elde edilmesi

Standart ve niimunelerin ortalamalar1 alindi. Bunlardan back ground
ve NSB (non spesifik baglanma) miktarn cikartilarak net sayimlar bu-
lundu. Bunlar sifir standartina bélinerek % baglanmalar hesaplandi.

CPM (6rnek) — CPM (NSB)

%B/BO = X 100
CPM (O Standart — CPM (NSB)

CPM : Ortalama sayim

Ornek : Hesaplanan 6rnek veya standart
NSB : Non - spesifik baglanma

O Standart : O Tiipii

Elde edilen veriler, ylizde baglanma/ngr/ml ve CPM/ng/ml olarak
iki ayr log - linear ve logit - log grafik kagitlarina iglenerek okundu. Ve-
riler kargilagtirmall olraak degerlendirildi.

2.3. Rektal palpasyon ile gebeliklerin kontrolu
Deney hayvanlarinda rektal palpasyon ile gebelik kontrollari agim-

dan sonraki 60. giinde yapildi. Bulgular daha sonra RIA sonuglar ile kar-
silagtirmali olarak degerlendirildiler.
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Bulgular
Kirk inek, 10 diive olmak tlizere toplam 50 hayvan {lizerinde yapilan

calisma sonucunda elde edilen veriler tablolar geklinde sunulmustur.

Tablo 2. Gebe ve gebe olmayan ineklerdeki ortalama kan progesteron
degerleri (ng/ml).

GEBE (+) GEBE DEGIL (~)
n ’min. | mak ort. n ‘ min. malg;l ort.
fnek | 21 ,2.30 14.40 | 7.10F0.60 | 17 0.1 | 269 | 1.39F0.69
Diive 8 2.68 11.50 {6.60+0.80 1 — — 0.11

Gebe oldugu saptanan inek ve diivelerin, 21., 38. ve 45. giinlerdeki pro'-
gesteron dilizeyleri ve bunlarin istatiksel degerlendirilmeleri tablo 3 de
Ozetlenmistir. ‘

Tablo 3. Gebe ineklerde progesteron ol¢limlerinin érnekleme giinlerine
gore istatistiksel degerleri.

GUNLER
21 3. | 45 F
Inek (kan) 6.70F0.58/6.9570.77 | 7.720.73 0.564~
Diive (kan 6.470.97| 6.49F0.99 6.880.59 0.068-
Inek (siit) 1.94F0.23 2.080.28 ' 3.5250.40 7.703
() : P<0.01
() : P>0.05

Gerek inek, gerekse diivelerde kan Orneklerinden yapilan ol¢iimlerde
21, 38. ve 45. giinlerdeki progesteron diizeyleri arasinda istatiksel yon-
den bir farkhlik bulunmamistir. Ineklerden alinan siit orneklerinde ise
21. ve 45. giinler arasindaki fark istatistiksel yonden 6nemli olarak goriil-
mektedir.

Tablo 4 de gebe inek ve diivelerdeki kan progesteron degerlerinin is-
tatistiksel kargilagtirmasi verilmigtir.
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Tablo 4. Inek ve diivelerdeki kan progesteron
degerlerinin karsilagtirmasi.

Ornek INEK DUVE T

Giinleri

21. giin | 6.707F0.58 6.95T0.77 0.324-

38. giin | 6.9570.77 7.72F0.73 0.025-

45, gin | 7.72F0.73 6.887-0.59 0.068-
(7)) : P>0.05

Tabloda &zetlenen ortalama degerlere gore ineklerle diivelerden el-
de edilen veriler arasinda istatistiksel yonden 6nemli bir farklihik bulun-
madig1 saptanmigtir.

Ineklerdeki kan ve siit verileri arasindaki korelasyon degerleri tablo
5'te sunulmugtur.

Tablo 5. Inek kan - siit verileri arasindaki
korelasyon degerleri

GUNLER r

2L 0.600™
38 i 0.230~
45 i, 0.640™
2145 i 0.480"

(™) : P>005 () :P<0.05 (*):P<0.01

Agimi izleyen 60. glinde rektal palpasyonla yapilan kontrollarla kar-
gilagtirmali olarak RIA testinin dogruluk yiizdeleri ise tablo 6 da veril-
migtir.

Tablo 6. Gebelik tanis1 yoniinden RIA testinin dogruluk oranlari

(GEBE (+) GEBE DEGIL (—)

inek %81.40 %100.00
Diive %81.50 %100.00
Genel %84.45 %100.00
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Tartigma ve Sonug

Inek yetigtiricilifinde parasal yonden onemli bir yeri olan erken ge-~
belik tanis1 konusunda RIA yonteminin degisik bircok galigmada bagari
ile kullanildig:r ¢ok sayida aragtirici tarafindan bildirilmektedir (6, 7, 10,
11). Ozellikle gebe olmayan hayvanlarin, agimi izleyen 3. haftada, kan ve
siitlerindeki, nanogram diizeyindeki progesteron hormonu 6l¢iimleri ile
yiiksek oranda tanmabilmesi RIA yontemini seckin bir hale getirmekte-
dir (3, 16).

Uluslararas1 Atom Enerjisi Komisyonu (5)’nun hazirladigi RIA la-
boratuvar el kitabinda, agimi izleyen 21. giinde biiyiik ruminantlar igin
kan progesteron miktarinin gebelerde daima 2 ng/ml den fazla ve genel-
likle 6 - 8 ng/ml oldugu, gebe olmayanlarda ise 0.5ng/ml den diigiik ©1-
¢lildiigii bildirilmektedir. Yine yapilan saha galigmalar1 (2, 8, 17, 18) kan,
siit yag1 ve total slit 6rneklerinde sirasiyla 2, 30, 5ng/ml nin {izerindeki
degerleri gebe olarak gostermektedir. Sunulan bu ¢aligmada ise kan pro-
gesteron diizeyleri 0.1-14.40ng/ml olarak olglilmiigtiir. Buna gore
2.30 ng/ml den yliksek olanlar gebe, diisiik olanlar gebe degil geklinde si-
niflandirilmiglardir. Bu dlciimlere gére konulan tanilarin 60. giinde uy-
gulanan rektal palpasyon ile kontrolunda, gebe olanlarda %84.45, gebe
olmayanlarda ise 9%100.00 oraninda dogru sonug verdigi anlagilmigtir. Bu
oranlar, gebe ve gebe olmayan inekler i¢in ILaing ve arkadaglart (6),
Lukaszewska ve arkadaslar1 (8) ve Swenson (18) gibi aragtiricilarin bil-
dirdikleri miktarlara yakin ve paralel bir goriiniimdedir. Uzerinde cali-
silan yag1 alinmig siit 6rneklerindeki degerler de 0.10 - 3.52 ng/ml olarak
olclilmiigtiir. Bu miktarlardan da 1.94 ng/ml nin {izerinde olanlar gebe o-
larak kabul edilmistir. Ancak olumlu veya olumsuz gebelik tanisi icin el-
de edilen diizeyler arasindaki farkin az olmasi degerlendirmede giicliige
neden olmustur.

Diger taraftan 21-45, glinler arasinda kan ve siit drneklerinden elde
edilen degerler arasinda bir korelasyon bulundugu saptanmigtir.

Yapilan caligmalarda siit orneklerine RIA yéntemi, yag1 alinmig sii-
te (14), siit yagina (1) veya total siite (6, 12) uygulanmaktadir. Pope ve
arkadaglar1 (14)’nin siitiin degisik zamanlarda farkli yag miktarlar icer-
mesi nedeniyle seksiiel siklus ve gebelik sirasinda en saglikli sonuclarin
yagr giderilmis siitle alindigini ileri siirmelerine karsiik, sunulan calig-
mada siit serumunun g¢ikartilmasi igleminin uzunlugu ve elde edilen de-
gerler arasindaki sinirin gebelik tanisi yoniinden tayini giic bulunmus-
tur. Kanimizea, Laing ve arkadaglari (6) ile Pennington ve arkadaslari-
nin (12) tanimladifi gibi caligmada total siitiin kullanilmasi daha pratik
ve saglikli sonuclar verecektir.
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RIA ile genellikle 21. giinde konulabilecek tanilar avantajli olmakla
birlikte baz1 aragtiricilar (6, 7, 10, 15), 38 - 46. giinlerde toplanan oérnekler
ile daha dogru sonuglar alinabilecegini ileri siirmektedirler. Bunlara go-
re, agiml izleyen ikineci Ostriis donemine rastlayan bu gilinler arasindaki
8 giinliik aralik, sikluslarin uzayabilme ihtimali ile tohumlamadaki yan-
lis zamanlamalar: da goz onlinde tutamkta, yine 42. giline kadar sekille-
nebilecek erken embriyonik Slilmleri saptayabilme gansini saglamaktadir,
Bu g¢aligmada da yukarida bildirilen ihtimaller goz oniinde tutularak, a-
sim1 izleyen birinci (21. giin) ve ikinci Ostriis (38 - 45. giinler) donemle-
rinde olgiimler yapilmig, ancak degerlerin incelenmesi sonucunda erken
embriyonik 6liime isaret edebilecek ve taniyr degigtirebilecek bir bulgu-
ya rastlanmamigtir.

Sunulan calismada inekler ve diiveler arasindaki kan degerleri kar-
silagtirilmig ve 21., 38. ve 45. giin bulgularn arasinda tani yonilinden ista-

tistiksel bir farklilik bulunmamagtir.

Sonug olarak, 40 inek ve 10 diive olmak iizere toplam 50 bas biyilik
ruminant tizerinde yapilan bu galigmada, RIA ile gebeligin 21-45. gin-
leri arasinda gebe olmayanlarda 9%7100.00, gebelerde ise %84.45 oraninda
dogrulukla gebelik tanisi yapilmigtir. Gebe olmayan hayvanlarin erken-
den taninmasinin ekonomik 6nemi goz oniinde tutulursa, agimi izleyen
20. giinde alinan tek bir ornekle (kan veya siit) yapilacak Slgtimlerin en
uygunu oldugu kanisina varilmigtir.
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