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Ozet

Bu calismada toplam 105 atik sigir fetlisi kampilobakteriozis ydniinden incelenerek hastaligin tanisinda uygulanan patolojik
bulgular ile imunohistokimyasal, mikrobiyolojik ve gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (Ger¢cek zamanli PZR)
yéntemlerine ait sonuclar karsilastirmali olarak degerlendirildi. Yapilan incelemelerde, atiklardan 7’sinde gercek zamanli PZR ile,
5’inde immunohistokimyasal yéntemle pozitif reaksiyon tespit edilirken yalnizca 4'tinden mikrobiyolojik olarak Camphylobacter
ssp. izole edildi. Sonu¢ olarak calismadaki atik olgularinin %6.6’sinin (7/105) kampilobakteriozisten kaynaklandigi ve gercek
zamanl PZR’'nin hastaligin tanisinda daha guvenilir sonu¢ verdigi; buna karsin alt yapisi bulunmayan laboratuvarlarda
immunoperoksidaz yéntemin de en az mikrobiyolojik ydntemler kadar duyarl oldugu ve tanida kullanilabilecedi kanisina varildi.

Anahtar sozciikler: Sigir, Atik, Kampilobakteriozis, Immunohistokimya, Gercek Zamanli PZR, Patoloji

Diagnosis of Campylobacteriosis in the Aborted Bovine Foetuses by
Pathological, Immunohistochemical, Microbiological and Real Time PCR

Summary

In this study; 105 aborted bovine fetuses were examined for Campylobacteriosis and pathologic findings were compared
with microbiologic, immunohistochemical and real time polimerase chain reaction (Real Time-PCR) methods. Although,
Campylobacter spp. was microbiologically detected in only 4 cases, this was detected in 5 cases by immunohistochemical
method and by Real Time-PCR in 7 cases. It is concluded that 6.6% (7/105) of abortion cases were caused by
Campylobacteriosis and Real Time PCR more sensitive and usefull for the the diagnosis of the disease and immuno-
histochemical method is as sensitive as microbiologic methods for diagnosis in unsufficient labarotories.
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INTRODUCTION

Atik olgulari, sigir yetistiriciliginde énemli ekonomik
kayba yol agar. Olgularin ancak %50-65’inde etiyolojinin
belirlenebildigi; bunlarin %67’sinin bakteriyel, %5’inin
viral, %11'nin mantar kaynakli oldugu kaydedilmistir *.
Bu baglamda sigir ve koyunlarda atiklarin gogunun bak-
teriyel etkenlerden ileri geldigine ve o6zellikle sigirlarda
brusellozisin ilk sirayi aldigina; Campylobacter, Leptospira,
Listeria, Salmonella, Actinomyces, Chlamydia enfeksiyon-
larinin da 6nemli oranda atiga yol actigina deginilmistir *2,

Sigirlarda bakteriyel nedenlere iliskin atiklarin dagilimini
ortaya koymak lzere Kuzeydogu Anadolu Bélgesinde
yapilan bir ¢alismada; Kars yoresinde gorilen sigir atikla-
rinin %40'Iinda Brucella ssp. ve %1.04’inde Campylobacter
fetus tespit edilmistir *. Arjantin’de 354 atik sigir fettsi
Gzerinde yapilan bir baska arastirmada, 193 olgunun
etiyolojisi herhangi bir nedene baglanamazken etiyolo-
jisi saptanan 161 (% 45.5) olgudan 80’inde (%22.6’sinda)
bakteriyel etken belirlenmis; en yaygin bakteriyel etken-
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lerin 28 olguyla (%7.9) Brucella abortus, 26 olguyla
(%7.34) Campylobacter fetus oldugu agiklanmistir .

Kampilobakteriozise bagh atiklar sigirlarda gebeligin
6 ile 8’inci aylarinda gorulir > Plasenta erken donemdeki
olgularda atilirken ge¢c donemdekilerde uterusta kalir °.
C. fetus subsp fetus, sigirlarda sporadik atiga neden olur’.
Etken kisa bir bakteriyemiden sonra plasentaya yerlesir.
Plasenta ve kotiledonlarda vaskiiler lezyonlar olusturur;
plazentanin bitinliginin bozulmasiyla fetlise gecer.
Fotal bakteriyemi veya plasentada olusan lezyonlar sonu-
cunda atik gelisir. C. fetus subs venearalis ise atik yaninda
infertiliteden de sorumludur *%. Plasentadan c¢ok disi
genital organlara affinite gosterir ve bu organda gelisen
kalici bulgular infertilitenin temelini olusturur °. Gebeligin
ilerleyen donemlerinde goriilen atik ise, gebelik nede-
niyle immunitenin baskilanmasi sonucu etkenin yeniden
aktive olup ¢ogalmasindan ve saldigi endotoksinine karsi
gelisen reaksiyondan kaynaklandigi ifade edilmistir **°.

Atilan fetlsin karacigerinde 1-2 mm’den 1-2 cm’e
kadar degisen, gelisiglizel yayilmis, degisik sayida ve agik
renkte odaklara rastlanir. Bu lezyonlarin i¢ kismi agik
kahvemsi ¢okik, dis kismi ise hafif kabarik ve soluk renk-
tedir **. Mikroskobik incelemelerde hepatositlerde
karyomegali ile tek hiicre nekrozuna veya siddetli olgu-
larda nekroz odaklari ile bu odaklarin etrafinda mono-
niiklear hicre infiltrasyonuna rastlanir ****2, Karaciger
lezyonlarina ilave olarak karin ve gogis bosluklari ile
perikardiumunda fibrinopurulent eksudat 6,10; bronko-
pndmoni ve bobreklerde kortikal kanamalar da rapor
edilmigtir **+2.

Komplement fikzasyon, floresans antikor, ELISA test-
lerinin ve vaginal akintidan etken izolasyonunun 6zellikle
hastaligin sirideki rutin teshisinde kullanilabilecegi kay-
dedilmistir **¢, Muz ve ark.” atik yapmis 110 adet koyun
ve kegi serumlar Gzerinde yaptiklari ¢calismada komplemet
fiksasyon testi ile %3.6 oraninda, Ak ve ark.* infertilite
sorunu olan 150 inek ve 100 boga serumu Uzerinde
ELISA testi ile yaptiklari arastirmada ineklerde %40.6
oraninda, bogalarda %22 oraninda kampilobakteriozis
yoniinden pozitiflik belirlemislerdir.

Bu ¢alismada sigirlarda atiga neden olan kampilo-
bakteriozisin tanisinda patolojik, immunohistokimyasal,
mikrobiyolojik ve gercek zamanli PZR metotlarinin karsi-
lastirilmasi ve gercek zamanli PZR’nun kampilobak-
teriozisin tanisinda kullanilabilirliginin arastirilmasi
amaclanmistir.

MATERYAL ve METOT

Calismanin materyali Adana Veteriner Kontrol ve
Arastirma Enstitlst’niin sorumluluk alanindaki illerden

(Osmaniye, Gazi Antep, Kahraman Maras, Sanli Urfa, Kilis,
Mersin, Hatay) saglanan 105 adet atik sigir fetlist olus-
turdu. Nekropsiyi takiben fettslerin akciger, karaciger,
dalak, abomazum, bobrek, kalp ve beyninden alinan doku
orneklerinin yarisi mikrobiyolojik ve PZR muayeneleri
icin ayrildi. Diger yarisi %10’luk tamponlu formalin solis-
yonunda tespit edildi. Tespit edilen dokular bilinen yén-
temlere gore islendi ve parafinde bloklandi. Parafin blok-
lardan 5 um kalinhginda alinan kesitler hematoksilen eozin
(HE) ve immunohistokimyasal boyamalarda kullanildi.

Junk ve ark.? bildirdigi yonteme gore, dncelikle
butin fetlslerin karacigerlerinde gercek zamanl PZR
yontemiyle Camphylobacter ssp’in nikleik asitleri ara-
narak pozitif bulunanlar ayrildi. Diger dokularindan da
bu yontem icin 6rnek alinarak ayni sekilde etken yoniin-
den arastirildi. Etkenin DNA izolasyonu icin MAgNA Pure
LC DNA izolasyon Kit Il (Roche; kat no: 03 236 785 001)
kullanildi. izole edilen etkene ait niikleik asitler -80°C’de
saklandI. inceleme asamasinda hazir ticari Campylobacter
Detection Real Time PCR kiti (Biotecon; kat no: R 300 05)
ve Roche LightCycler 2.0 Real Time PCR cihazi kullanildi.
Camplyobacter ssp. nikleik asitlerinin amplifikasyonu
yapildi ve kalitatif tespiti saglandi. Pozitif 6rnekler ve
pozitif kontroller icin LC640 ve IPC icin LC705 kanallarin-
dan elde edilen gergek zamanli PZR grafikleri ve crossing
point (CP gecis noktasi) degerleri incelenerek sonuglar
degerlendirildi. Kampilobakteriozis yoniinden negatif
bulunan atiklar diger atik etkenleri agisindan enstitlinin
ilgili laboratuvarlarinca degerlendirildi.

immunhistokimyasal inceleme igin streptavidin-biotin-
peroksidaz kompleks (SABC) yénteminden yararlanildi °.
3-aminopropyltriethoxsilane ile kapli lamlara alinan
kesitler, ksilol ve alkol serilerinden gecirildi. Endojen
peroksit aktivitesini gidermek icin hidrojen peroksidin
%70’'lik metanoldeki %3’lik ¢ozeltisinde 15 dak. bek-
letildi. PBS (phosphate-buffered saline; pH:7.3) ile yika-
nan kesitler, %0.1’lik tripsin i¢cinde oda sicakliginda 10
dak. tutuldu ve tekrar PBS ile yikandi. Uzerlerine 1/150
oraninda sulandirilan poliklonal kegi-anti Campylobacter
spp. primer antikoru (Accurate Chemical & Scientific
Corporation; kat no: QRL01-92-93) damlatildiktan sonra
+4°C’lik buzdolabinda 1 gece bekletildi. Ertesi gin
PBS ile yikanan kesitler, 1/300 sulandirilan biotinle
isaretli tavsan anti-kegi sekonder antikoru (Santa Cruz
Biotechnology; kat no: sc 2774) ile oda sicakliginda 30
dak inkube edildi. Doku kesitleri yeniden PBS ile yikanip
Uzerlerine 1/300 oraninda sulandirilan streptavidin-
peroksidaz (Sigma; kat no: $2438-250UG) damlatilarak
oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildi. Kromojenik sub-
strat DAP (3.3’-diaminobenzidine tetrahydrocholoride,
Sigma; kat no: D 3939-SET) ile renk reaksiyonu saglan-
diktan sonra Mayer’in hematoksilen boyasiyla karsit
boyamaya tabi tutulup alkol ve ksilol serilerinden gegi-



rilip lameller entallen ile kapatilarak 15tk mikroskobunda
incelendi. Pozitif kontrol olarak mikrobiyolojik yontemde
etken izole edilen atiklardan birine ait karaciger kesitleri
kullanildi. Bu kesitlere poliklonal keci-anti Campylobacter
spp. primer antikoru yerine PBS damlatildi ve boyama
prosediiriiniin diger asamalari aynen uygulandi.

Atik sigir fettslerinden alinan karaciger, akciger,
dalak, bobrek, beyin, kalp ve abomasum sivisindan
hazirlanan inokulumlar Skirrow besi yerlerine ekilerek
37°C’'lik mikroaerobik etlivde inkiibasyona tabi tutuldu
ve inkilibasyon sonrasi Kampilobakter benzeri koloniler
yoniinden makroskopik olarak incelendi. Oksidaz (+)
stipheli koloniler Gram boyama ile boyanarak immer-
siyon objektifle mikroskopik muayeneleri yapildi. Kolo-
niler saf olarak Uretilmek amaci ile %7 defibrine koyun
kani iceren kanli agarda pasajlandi. Bu sekilde elde
edilen saf izolatlarda alt tipleri belirlemek amaciyla;
hippurat hidrolizi; 37, 25, 42°C’lerde aerobik atmosfer
sartlarinda tGreme; mikroaerofil ortamda lireme; oksidaz,
katalaz ve TSI'de Greme; sefalotin (cephalothin, 30 pg),
nalidik asit (nalidixic acid, 30 ug) ve glisine (%1)
duyarlilik ile Gireaz testleri uygulandi.

BULGULAR

Gercek zamanl PZR ile kampilobakteriozis belirlenen
ve mikrobiyolojik yontemle C. fetus subsp fetus iden-
tifiye edilen 3 atigin nekropsisinde, karaciger loplarina
gelisigiizel dagilmis ortasi acik kahve renkli ¢okik ve
cevresi soluk renkli nekroz odaklari (Sekil 1) ile bobrekte
petesiyel kanamalar; akcigerlerde koyu kirmizi renkli
alanlar tespit edildi. Dort atikta ise anilan karaciger
lezyonlari sinirlari belirgin olmayan solgun alanlar
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halindeydi. Gergek zamanli PZR ile Campylobacter spp.
belirlenen atiklarin hepsinin karin boslugunda fibrinli
hemorajik eksudat vardi. Ayrica abomazum igeriginin de
bulanik sari renkte ve jole kivaminda oldugu dikkati
cekti. incelenen 105 atikta karsilasilan patolojik bulgular
ile bunlarin sayi ve oranlari Tablo 1°de verilmistir.

Histopatolojik incelemede, gercek zamanli PZR ile
kampilobakteriozis tanisi konulan 7 atigin karacigerinde
yaygin nekroz alanlar (Sekil 2A) ile mononikleer hiicre
infiltrasyonu ve kanama alanlan dikkati ¢ekti. Ayrica bun-
larin 6’sinin akcigerinde kataral bronkopndmoni (Sekil
2B); timinilin bobreginde intertubuler kanama alanlari
ile tubul epitellerinde dejenerasyon ve deskuamasyon
gérildi. immunohistokimyasal incelemelerde ise
Camphylobacter ssp., 5 atigin karacigerindeki nekrotik
bolgelerin etrafinda (Sekil 2C), bobreklerinin tubul
epiteli hiicrelerinde, akcigerlerinin interalveolar septu-
munda kahverenkli pozitif boyanmalar seklinde izlendi.

Gergek zamanl PZR ile atiklarin karaciger, akciger,
bobrek, dalak, kalp, abomasum ve beyin 6rneklerinden
Camphylobacter ssp. niikleik asitlerinin amplifikasyonu
yapildi (Sekil 3). Buna iliskin elde edilen crossing point
degerleri ve ortalamalari Tablo 2’de verilmistir.

Atik fetlis organlarindan ve abomasum sivisindan
hazirlanan inokulumlarin Skirrow besi yerine yapilan
ekimlerde toplam 4 olgudan Camphylobacter ssp. izole
edildi. Bunlardan 3’G C. fetus subsp fetus; 1'i C. fetus
subsp venearalis olarak identifiye edildi. izolatlarin timi
karaciger ve abomazum sivisindan, 2’si ise bunlarla
birlikte dalak ve akcigerlerden elde edildi.

Kampilobakteriozis belirlenen sigir atiklarindan elde

Tablo 1. Sigur atiklarinda belirlenen patolojik bulgularin sayt ve oranlart

Table 1. The counts and the rates of the lesions detected in cattle abortion

Patolojik Bulgu Adet Oran %

Makroskobik bulgular
Viicut bosluklarinda fibrinli serohemorajik eksudat 67 63.8
Karacigerde toplu igne basi blyukliginde sari-boz renkte nekroz 9 85
Kokusma 26 24.7
Deri altinda yaygin 6dem 56 53.3
Karacigerde ortasi acik kahve renkli ve ¢okik cevresi soluk nekroz 5 47
Abomasumda sari bulanik renkli igerik 62 59
Deri tizerinde gri-boz renkli eksudat 1 0.9
ic organlarda petesiel kanama 14 133

Mikroskobik bulgular
Karacigerde fokal nekroz 52 49.5
Kataral bronkopnémoni 43 40.9
Myokarditis 6 5.7
Otoliz 38 36.1
Karacigerde vakuoler dejenerasyon 4 38
Bobreklerde intertubuler kanama 18 17.1
Dalagin beyaz pulpasinda atrofi 11 104
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edilen gergek zamanli PZR, immunohistokimyasal ve  brusellozis, 7’ inde listeriozis, 1’inde klamidiozis, 1'inde
mikrobiyolojik muayene sonugclari Tablo 3’te verilmistir.  leptospirozis, 3’Uinde salmonellozis, 2’sinde toksikozis,
Ayrica 105 olgunun 7’sinde streptokokkozis, 8’inde  2’sinde IBR ve 1 atikta da mikozis belirlendi.

Tablo 2. Gercek zamanli PZR ile elde edilen crossing point degerleri ve ortalamalart
Table 2. Crossing point values optaining with Real Time PCR and averages

Odak Karaciger Akciger Bobrek Dalak Beyin Kalp Abomazum
1 (Adana) 20.72 2410 31.28 - - - -

2 (G.Antep) 21.15 28.98 - - - - -

3 (Hatay) 19.98 22.02 28.04 2891 3214 28.34 24.32

4 (Kilis) 19.45 2314 29.85 27.61 33.59 28.56 2490

5 (Kilis) 25.26 29.35 32.78 - - - -

6 (Kilis) 20.78 23.15 30.23 - - - -

7 (Mersin) 27.45 2845 - - - - -
ORTALAMA 22.11 25.59 304 28.26 32.86 28.45 24.61

Tablo 3. Kampilobakteriozis belirlenen sigir atiklarindan elde edilen gercek zamanlt PZR, immunhistokimyasal (IH)ve
mikrobiyolojik(M) muayene sonuglart

Table 3. The detected as campylobacteriosis in the aborted bovine foetuses obtening to conclution of exemination by real time PCR,
immunohistochemistry (IH) and microbiological (M) method

Karaciger Akciger Bobrek Dalak Beyin Kalp Abomazum

Odak
PZR iH M PZR iH M PZR IH M PZR IH M PZR iH M PZR iH M PZR i[H M
1 (Adana) + - - + - - + - - - - - - - - - - - - - -
2(G.Antep) + + + + o+ - -+ - - - - - - - - - : . -4
3 (Hatay) + + + + + + + + - + - + + - - + - - + - +
4 (Kilis) + + + + + + + + - + - + + - - + - - + - +
5 (Kilis) + + + + + - + + - - - - - - - - - - _ - +
6 (Kilis) + - - + - - + - - - - - - - - - - R R R B
7 (Mersin) + + - + + - + - - - - - - - -

PZR: Gercek zamanlt PZR, IH: immunhistokimyasal, M: Mikrobiyolojik

Sekil 1. Karacigerde ortasi agik kahve renkli
ve ¢okik cevresi soluk nekroz odaklari (Beyaz
oklar) ile organin yiizeyinde fibrin kitleleri.
(siyah oklar)

Fig 1. Inside the light-colored light brown
and sunken around the necrosis, liver (White
arrows), fibrin (Black arrows)
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Sekil 2. A. Karacigerde fokal nekroz (oklar), HE, x200; B. Akcigerin alveol ve bronsiollerinde nétrofil
leukosit ve makrofaj infiltrasyonu (oklar), HE, x200; C. Karacigerde immunoperoksidaz incelemede kegi
anti campylobakter fetus primer serumu ile pozitif reaksiyon veren etkenler, SABC, x900

Fig 2. A. Focal necrosis in the liver (arrows) HE, x200 B. Neutrophyl leucocyte and macrophage

exudation within the alveol and bronchiolar lumina HE x200 C. Immunoperoxidase examination in the
liver with goat anti Campylobacter fetus primary serum the agents that give positive reaction SABC x900

2 4 6 B 1012 14 16 18 20 22 24 26 26 30 32 34 36 33 40 42 44 46 48 50 32

Cyeles
Standard curve coud not be cakeusted

1 | v] | Analysis Hotes

Sekil 3. Gercek zamanli PZR ile kampilobakteriozise iliskin atik dokularindan elde edilen

amplifikasyon egrileri

Fig 3. Amplification curve in aborted fetuses due to campylobacteriosis using Real Time PCR

TARTISMA ve SONUC

Kampilobakteriozisin klinik belirtileri atipik oldugun-
dan laboratuvar tanisi daha ¢cok 6nem kazanmigtir ****. Bu
baglamda, sunulan calismada da saptandigi lizere, atik
fetUslerin nekropsileri sirasinda karacigerde karsilasilan
1-2 cm’ye varan, merkezleri ¢okiik ve soluk kahve renkli,
cevreleri hafif kabarik ve beyazimsi nekroz odaklari has-
tahig1 disiindirse de ayirici tanida brusellozis, listeriozis,
salmonellozis gibi diger hastaliklarin da goz ardi edile-
meyecegi belirtilmistir *°. Histopatolojik incelemede
karacigerlerdeki yaygin nekroz alanlari ile mononiikleer
hiicre infiltrasyonu ve kanamalar ise siradan bulgu olarak
degerlendirilmistir ****2, Bu nedenle patolojik taninin
etken izolasyonu yaninda immunohistokimyasal ve diger
yontemlerle desteklenmesi geregine dikkat ¢ekilmistir .

Serolojik testler hastaligin kesin tanisindan ziyade siiru-
deki subklinik olgularin taranmasi amaciyla kullanilir ¢,
Ote yandan C. fetus subsp fetus'unkine benzeyen 01
antijenine sahip diger kampilobakter suslarinin ayni
reaksiyonu vermesi bu testlere tercihi azaltmistir *.
Etken izolasyonu ve identifikasyonuna yonelik mikro-
biyolojik yontemler uzun zaman alir; laboratuara
getirilen atiklarin cogu kez kokusmus ya da dondurulmus
olmasi ise taniyi engelleyen faktordir **°. Mikrobiyolojik
incelemede Campylobacter ssp, izolasyonunun 4 (%3.8)
fetlisten gerceklestirilmesine karsilik gercek zamanl PZR
ile 7 (%6.6) fetlste etkenin nukleik asitlerinin belir-
lenmesi, mikrobiyolojik yontemlerin hastaligin tanisinda
¢ok duyarli olmadigini ortaya koymustur.

Enfeksiydz hastaliklarin tanisinda, dokularda etken anti-
jeninin belirlenmesini hedefleyen immunohistokimyasal
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yontemler glivenilir olmakla birlikte, bunlarin otolitik ve
putrefaktif dokulara uygulanamadigi *; halbuki etkene
0zgll nukleotidlerin belirlenmesi esasina dayanan poli-
meraz zincir reaksiyonu (PZR) yontemlerinin boyle doku-
larda da uygulandigi ***; ¢linki otoliz ve putrefaktif degi-
sikliklerde etkenlerin niikleotid yapilarinin antijenik yapi-
larina gére daha uzun siire dayanikh kaldigi kaydedil-
mistir *°. Nitekim bu calismada gergek zamanli PZR ile
pozitif bulunan 2 olgunun immunohistokimyasal ince-
lemede negatif sonug vermesi, otolizin bakteri anti-
jenleri Gzerindeki olumsuz etkisini distindirmastir.

Bu calismada gercek zamanlh PZR ile 7 fetlisiin tama-
minin karaciger ve akcigerinde; bunlardan 5’inin bobre-
ginde, 2’sinin de dalak, beyin, kalp ve abomasumda
Camphylobacter ssp. niikleik asitleri belirlenmistir. immuno-
histokimyasal incelemede ise ayni fetislerin dalak, beyin,
kalp ve abomazumda etken antijeni tespit edilememistir.
Bobreklerdeki pozitiflik her iki ydntemde birbiriyle orti-
siirken bir olguda gercek zamanlh PZR ile pozitif gorulen
karaciger ve akciger immunohistokimyasal incelemede
negatif cikmistir. Bu veriler, gercek zamanl PZR’in doku-
larda ¢ok dusiik miktarda bulunan etkenleri bile belirle-
yebilme duyarliligina sahip oldugunu kanitlamistir. Ger-
¢ek zamanli PZR ile atik sigir fetlisii dokularindan elde
edilen crossing point deger ortalamalari incelendiginde;
karaciger, akciger ve abomasumdan elde edilen deger-
lerin diger dokulara gore daha disiik oldugu gorilmustir.
Bu durum, bu organlardaki Campylobacter ssp. niikleik
asit miktarinin digerlerine gore daha fazla oldugu seklin-
de yorumlanmistir. Anilan organlardan mikrobiyolojik ola-
rak etkenin izole edilmesi de bu dislinceyi desteklemistir.

Sonug olarak, sigirlarin 6nemli atik etkenlerinden
sayllan kampilobakteriozisin patolojik, immunohisto-
kimyasal, mikrobiyolojik ve gercek zamanl PZR ile yapi-
lan karsilastirmali tanisinda: Gergek zamanli PZR'nin
daha duyarh oldugu ve kisa siirede sonug verdigi; ancak,
bu imkana sahip olmayan laboratuarlarda immuno-
histokimyasal yontemlerin de mikrobiyolojik yontemler
kadar gilivenle uygulanabilecegi kanisina varilmistir.
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