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OZET

Bu c¢alismada, mezbahada kesilen koyunlarin safra keselerinde Campylobacter tiirlerinin
ve serumlarinda anti-Campylobacter antikorlarinin sikligl incelendi. Dokuz farkl orijinden ge-
len 180 koyunun % 52.8'inin safra keselerinden Campylobacter’ler izole edildi. izolasyon oran-
lar1, 7-8 aylik koyunlarda % 383.3, 2-3 yash koyunlarda % 59.3 olarak belirlendi. izole edilen 95
Campylobacter susunun, 66's1 C. fetus subsp. fetus, 22'si C. jejuni ve 7’si C. coli olarak identifi-
ye edildi.

Komplement fikzasyon testinde, 180 koyunun % 36.7’s1 1:4’ten 1:32'ye kadar degisen tit-
relerde C. fetus subsp. fetus antijenine karsi pozitif reaksiyon verdi. Kuzularin % 22.2'sinde,
eriskin koyunlarin % 41.5'inde seropozitiflik saptandi. Kuzu serumlarinimn ¢ogu 1:4 titrede po-
zitif bulunurken, pozitif erigkin koyun serumlar: 1:4-1:32 titreler arasinda nisbeten dengeli da-
gilim gosterdi. C. fetus subsp. fetus izole edilen koyunlarm ¢ogu (% 84.4) aym zamanda seropo-
zitif bulunurken, C. jejuni/coli izole edilen koyunlarin sadece % 17.2'si seropozitif bulundu. Bu
durum iki Campylobacter grubu arasinda diisiik diizeyde antijenik iliski oldugunu gosterdi.

Bu bulgular, Campylobacter’lerin 6zellikle erigkin koyunlarin safra keselerinde yaygin ol-
dugunu ve asemptomatik Campylobacter tasiyiciifinin énemli diizeyde antikor iiretimine ne-
den olabilecegini gosterdi. Ayrica, halen kullanilan pozitiflik Kkriterleri ile komplement fikzasyon
testinin, asemptomatik tasiyicilar1 ve abort yapan koyunlar1 ayiramayacag: belirlendi.

Sonug olarak, abortif Campylobacter infeksiyonlarmin teshisi i¢in kullanilan komplement
fikzasyon testinin pozitiflik kriterleri ve antijen spektrumunun tekrar gézden gecirilmesi gerek-
tigi kanisina varildi.

Anahtar Kelimeler: Koyun, Campylobacter, safra kesesi, izolasyon, seroloji.

SUMMARY

In this study, the prevalence of Campylobacter spp. in the gallbladder and anti-Campylo-
bacter antibodies in the sera of slaughtered sheep were investigated. Campylobacters were iso-
lated from 52.8 % of gallbladders of 180 sheep from nine different origins. Isolation rates were
determined as 33.3 % in 7-8 months old sheep, and 59.3 % in 2-3 years old ones. Out of 95
Campylobacter strains isolated, 66 were identified as C. fetus subsp. fetus, 22 as C. jejuni and
7 as C. coli.

*  Ayn isimli Doktora tezinden 6zetlenmigtir.
**  Merkez Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisii Miidiirliigii Etlik - ANKARA.
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In complement fixation test, 36.7 % of sera from 180 sheep gave positive reactions against
C. fetus subsp. fetus antigen. Seropositivity was detected in 22.2 % of lambs, and 41.5 % of ol-
der sheep. The most of the sera from lambs were found positive at 1:4 titer, whereas the posi-
tive sera from mature sheep showed a relatively homogenous distribution with titers from 1:4
to 1:32. The most (84.8 %) of sheep from which C. fetus subsp. fetus was isolated were also fo-
und as seropositive. Only 17.2 % of sheep from which C. jejuni/coli was isolated, were found as
seropositive, indicating the low level of antigenic relationship between these two groups of
campylobacters. '

These findings showed that campylobacters were common in the gallbladder of sheep, par-
ticularly in older ones and asymptomatic carriage of campylobacters could cause antibody pro-
duction in a considerable level. It was also determined that complement fixation test with cur-
rently used criteria was inadequate to differentiate the asymptomatically infected and aborted

sheep.

It was concluded that the diagnostic criteria and antigen spectrum of complement fixation
test to detect abortive Campylobacter infection should be reevaluated.

Key Words: Sheep, Campylobacter, gall bladder, isolation, serology.

1. GiRiS

Campylobacter’'ler, hayvanlarin sindirim
kanalinda komensal olarak bulunabilen ve
uygun kosullarda hayvanlarda abortus, gast-
roenteritis ve septisemiye neden olabilen mik-
roorganizmalardir. Farkli Campylobacter tiir-
leri, bu genel hastalik bashiklar: disinda, spo-
radik vakalar halinde birgok farkli hastalik
tablosundan da izole edilmislerdir (Tablo 1.1).
Etkenler, ayrica insanlarda da yukarida belir-
tilen infeksiyonlara neden olmakta ve énemli
zoonozlar arasmda kabul edilmektedirler (41).

Taksonomik ve filogenetik calismalar so-
nucunda, Campylobacter grubu i¢inden Heli-
cobacter ve Arcobacter olmak iizere iki yeni
cins ayrilmig ve rRNA siiperfamilya VI i¢inde,
Campylobacter ve Arcobacter génusunu kap-
sayan Campylobacteriaceae familyas1 olustu-
rulmustur (45). Campylobacter tiirlerinin eski
ve yeni-adlar1 Tablo 1.2 de verilmistir.

Campylobacter genusuna baglhh mikroor-
ganizmalar Gram negatif, helical-spiral sekilli
bakterilerdir. Monopolar veya bipolar flagella-

lar ile aktif harekete sahiptirler. Tiirlerin co-

gunlugu %5 oksijen, %10 karbondioksit ve
%85 azot iceren mikroaerobik atmosferde
trerler. Optimal {ireme 1silar1 tiirlere goére
farkliik gosterir ve 25-43 °C arasmndadir.
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Campylobacter tiirleri kat1 besiyerleri tizerin-
de, besiyerinin igerigi ve nem oranmna bagh
olarak degisik koloni formlar1 gésterirler (18).
C.fetus suslar1 “smooth” koloni olustururken,
diger Campylobacter tiirleri nemli besiyerle-
rinde “swarming” koloni formunda iirerler.
Campylobacter suslarinin ¢ogunlugu L-aspar-
tat, L-glutamat, L-sistein amino asitleri, ase-
tat ve niasin igeren ortamlarda iireyebilirler
(42). Ayrica, vitamin, niikleik asit, rediiktan
ajanlar, metaller (Mg, Mn, Fe), beta-6stradiol,
hematin ve katalazin iiremeyi artirdiklar1 sap-
tanmistir (26).

Campylobacter’ler, karbohidratlar1 kata-
bolize edemeyen ve gerekli enerjiyi trikarbok-
silik asit siklusundan saglayan simirl bir res-
piratorik metabolizmaya sahiptirler. Mikroae-
robik ortamda tireyen suslar format, siiksinat
ve DL-laktat varhiginda oksijeni kullanirlar.
Campylobacter suslarimin ¢ogu bipolar flagel-
laya sahiptir. Kilifsiz olan flagellanin ¢ap1 or-
talama 18-20 nm, boyu ise hiicrenin 2-3 kati-
dir. Flagellin ad:1 verilen 62 kilodalton (kD)
agirhgindaki flagella proteininin yapisinda
sistein disindaki tiim amino asitler saptan-
mustir (42).

Campylobacterleri tiretmek i¢in, Brucella
Agar, Blood Agar Base No:2,Columbia Agar,
Thioglycolate Medium ve Campylobacter Agar
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Tablo 1.1: Campylobacter’lerin yerlestigi hayvan tiirleri ve olusturduklarn infeksiyonlar.

Camplyobacter tiirii | Canli Olusturdugu infeksiyon
tiiri
Koyun | Epizootik abortus, barsak ve safra kesesi komensali

C. fetus subsp. fetus | Sigir Sporadik abortus, barsak ve safra kesesi komensali
At, Keci | Sporadik abortus
Insan Sporadik abortus, septisemi

C. fetus subsp. Sigir Veneral infeksiyon, infertilite, sporadik abortus

venerealis

Koyun | Epizootik abortus, kuzularda besi ishali, barsak komensali
Sigir Sporadik abortus, buzag: ishali, mastitis, barsak komensali
Kopek, | Gastroenterit, sporadik abortus, barsak komensali

C. jejuni, C. coli, Kedi

C. lari At Enterit, septisemi

Tavuk Civciv ishali, vibrionik hepatit, barsak ve safra komensali
Insan Gastroenterit, septisemi, Gullian-Barre Sendromu iliskisi
Diger Sporadik abortus, entéritis. barsak komensali
Kopek, | Gastroenterit, septisemi, barsak komensali

C. upsaliensis Kedi
Insan Gastroenterit, septisemi

C. helveticus Kopek, | Gastroenterit, septisemi, barsak komensali
Kedi

C. sputorum subsp. Sigir Boga prepusyumunda komensal

bubulus

C. sputorum subsp. Si8ir Enteritis, barsak komensali

| fecalis Koyun

C.sputorum subsp. Insan Ag1z boslugu komensali

Sputorum
Domuz | Proliferatif enterit ve ileit

C. hyointestinalis S1gir Enterit, barsak komensali
Insan | Enterit '

C. hyoilei Domuz | Proliferatif enterit ve ileit

C. mucosalis Domuz | Proliferatif enterit ve ileit

C. concisus Insan | Periodontit

C. showae Insan | Periodontit

C. curvus insan | Periodontit

C. rectus Insan | Periodontit
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Tablo 1.2 : Campylobacter tiirlerinin eski ve yeni adlandirilmalari

Gecgerli Adlar Eski Adlar

C. fetus subsp. fetus Vibrio fetus, V. fetus var. intestinalis, C. fetus subsp.
intestinalis.

C. fetus subsp. venerealis V. fetus, V. fetus var. fetus, C. fetus subsp. fetus

C. jejuni V. fetus, V. jejuni, V. fetus 'var. intestinalis, C. fetus subsp.
jejuni

C. Coli V. coli, C. fetus subsp. jejuni

C. lari Nalidiksik asit rezistans Campylobacter (NARTC), C. laridis

C. upsaliensis Katalaz negatif, zaylf Campylobacter (CNV) grubu

C. helveticus Ik ismi

C. sputorum subsp. bubulus | V. sputorum subsp. bubulus

C. sputorum subsp. fecalis Vibrio fecalis, C. fecalis

C. sputorum subsp.sputorum Vibrio sputorum subsp. sputorum

C. mucosalis Vibrio sputorum subsp. mucosalis

C. hyointestinalis ik ismi

C. hyoilei ik ismi

C. concisus Ik ismi

C. showae Ik ismi

C. rectus Wolinella recta

C. curvus Wolinella curva

Base gibi temel besiyerleri kullanilmaktadir
(13). ilk izolasyonlarda besi yerlerine %5- 10
defibrine koyun yada at kam ilavesinin iire-
meyi artirdigy bildirilmistir.

Campylobacter tiirlerinin identifikasyo-
nunda, oksidaz testi, degisik 1silarda iireme,
bazi kimyasal maddelere tolerans ve gesitli bi-
yokimyasal testlerden faydalanilmaktadir (16,
40). Campylobacterler metabolizmalarinda
karbonhidratlar1 kullanmadiklarindan, tiirle-
rin ayriminda karbonhidrat testlerinin énemi
yoktur.Son yillara kadar katalaz testi Campy-
lobacterler icin patojenite kriteri olarak kabul
ediliyordu. Ancak yapilan arastirmalarla, C.
mucosalis ve C. upsaliensis’in katalaz negatif
oldugu ve hayvanlarda infeksiyonlara sebep
oldugu tespit edilmigtir (8,41).
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Giuiniimuize kadar yapilan ¢alismalar Tiir-
kiye'de Campylobacter infeksiyonlarmin ko-
yun abortuslarinin, Brucella infeksiyonlarin-
dan sonra en 6nemli nedeni oldugunu goster-
mektedir (1, 32). Turkiye'de atik koyun fetus-
lar1 iizerinde yapilan bakteriyolojik inceleme-
lerde C.fetus subsp.fetus, C.jejuni ve C.coli'den
ileri gelen vakalarin varligl saptanmistir (13,
17, 21). Bugiine kadar yapilan bakteriyolojik
incelemelerde atik koyun fetuslarindan %1.2-
12 (1,13,51) oraninda Campylobacter susu
izole edildigi bildirilmistir. Ancak, etkenlerin
nazl iireme 6zellikleri ve oksijene duyarhlikla-
r1 nedeniyle bakteriyolojik inceleme sonuclari
gergek prevalansi géstermemektedir. Koyun-
larin Campylobacter infeksiyonlarinin orani
enzootik abortus yapan siiriilerdeki serolojik
taramalar ile de belirlenmistir. Tiirkiye'de atik



Etlik Vet. Mikrob. Derg. 2000.11(1-2)

yapmis koyunlar iizerinde komplement fik-
zasyon testi ile yapilan serolojik incelemelerde
infeksiyon orani %13.8-32.7 arasinda belir-
lenmistir (1,52,32).

Ozellikle Brucellosis problemi ¢éziimlen-
mis gelismis lilkelerde Campylobacteriosis ko-
yun abortuslarinin en 6nemli nedeni olarak
gosterilmektedir (5). Cesitli tilkelerde yapilan
calismalarda Campylobacter koékenli koyun
abortuslarinda atik etkeni olarak C. fetus
subsp.fetus, C. jejuni ve C. coli izole edilmistir
(46,47). Amerika ve Ingiltere’de yapilan bazi
calismalarda C. jejuni/colinin oram C.fetus
subsp.fetus’a gore daha yiiksek bulunmustur
(3.47,49). Diger tilkelerde ise C. fetus subsp.
Setus, C. jejuni'ye goére daha yiiksek oranda
bulunmustur (9, 46). Turkiye’de yapilan calig-
malarda ise daha c¢ok C. fetus subsp. fetus
saptanirken, C. jejuni ve C. coli vakalar halin-
de bildirilmistir (1,17, 21).

Koyunlarin Campylobacter infeksiyonlari
gerek epidemiyolojik ve gerekse patogenezis
acismndan kendine has o6zelliklere sahiptir.
Oncelikle, Campylobacter’lerin, saghkh hay-
vanlarin sindirim kanalinda da bulunabilme-
si, diger abortus etkenleri arasinda cok rast-
lanmayan bir durumdur. Bir¢ok hayvan tii-
riinde oldugu gibi, Campylobacter’ler higbir
klinik belirti géstermeyen koyunlarin barsak
ve safra keselerinde yiiksek oranda bulunabi-
lirler (13). Campylobacter’lerin safradaki yiik-
sek oranlar1 aymi1 zamanda, safra tuzlarina
kars1 direncleri ile de aciklanmaktadir (26).
Turkiye'de yapilan calismalarda, saghkli ko-
yunlarin safra keseleri ve barsaklarmndaki
Campylobacter tasiyiciik oranlar1 sirasiyla
%57.3, ve %30 olarak saptanmistir (13).

Gebe koyunlardaki Campylobacter infek-
siyonuna bagl abortus oranimmin %70’e kadar
cikabilecegi bildirilmistir (5, 26). Koyunlarin
infeksiyona duyarhh oldugu doénem gebeligin
yaklasik son ¢ aylik periyodudur (25). De-
neysel yolla enfekte edilen gebe koyunlarda 8-
60 giin arasinda (29), dogal kogullarda ise 7-
25 giin arasinda bir inkubasyon periyodu be-
lirlenmis ve virulensi yiiksek suslarin daha
kisa inkubasyon periyoduna sahip olduklar:
bildirilmistir (25, 26). Infekte siiriilerdeki

abortuslar genellikle gebeligin son 6 haftasin-
da ortaya cikmaktadir. Gebeligin son doéne-
minde ortaya cikan infeksiyonlarda prematii-
re ve canli kuzu dogumu goriilebilmektedir
(17, 21). Ancak zayif ve gligsiiz olan bu infek-
te kuzularda neonatal 6liim orani ¢ok yiiksek-
tir. Infeksiyon gebe koyunlarda abortus 6énce-
si hafif bir vaginal akint1 disinda genellikle Kli-
nik belirtilere yol agmaz, ancak bazi arastir-
macilar infekte gebe koyunlarm bir kisminda
abortus Oncesi ve sonrasi donemlerde ishal ve
septisemik belirtiler izlediklerini bildirmisler-
dir (4, 25).

Koyunlarin Campylobacter infeksiyonla-
rimin bulasma yollar iizerinde yapilan calis-
malarda baslica yolun oral bulasma oldugu
belirlenmistir (24,30). Deneysel calismalarda,
oral inokulasyon sonunda yiiksek oranda
abortus olustugu bildirilmistir (29). Dogal ko-
sullarda ise oral yolla bulasmanin, kontamine
su, yem ve meralardan kaynaklandigina ina-
nilmaktadir (4,30). Koglarin, genital kanalla-
rinda etkene rastlanmamis ve infeksiyonun
bulagmasinda herhangi bir rolleri olmadig:
belirlenmigtir (4,30). Ayrica, diger olasi dogal
bulasma yollarinin denendigi deneysel ¢als-
malardan da negatif sonuclar alinmistir (34).
Koyun Campylobacter infeksiyonlarinin bu
o6zelligi, veneral yolla bulagan sigir Campylo-
bacteriosis’ine tamamen zittir (26).

Infeksiyonun bulasmasina neden olan
su,yem ve mera gibi kaynaklar1 kontamine
eden cesitli faktdrler belirlenmistir. Abort ya-
pan veya yapacak koyunlarin vaginal akintila-
r1 ¢evreyi bulastiran en 6nemli faktérlerin ba-
sinda gelmektedir (5). Ayrica, koyunlarin bir
kisminin safralarinda yiiksek oranda Campy-
lobacter tasidiklar1 ve digkilan ile yliksek
oranda etken cikardiklar: belirlenmistir ve bu
durum infeksiyonun patogenezisinde 6nemli
bir role sahiptir (7,10,16). Ishalli koyun ve ku-
zularin barsaklarinda da yliksek oranda
Campylobacter tasiyiciifl belirlenmistir (16).
Ayrica, bu suslarin, koyunlarda atiklara ne-
den olan Campylobacter suslari ile ayni anti-
jenik yapiya ve esit diizeyde virulense sahip
olduklar: bulunmustur (6,23). Béyle hayvan-
larin Campylobacter iceren digkilari, dogal ko-
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sullarda etkenle ilk kez karsilasan koyunlar
icin 6nemli bir bulasma kaynagidir.

Koyunlarin Campylobacter infeksiyonu-
nunda gériilen abortusun patogenezisi dogal
vakalarin ve deneysel infeksiyonun izlenmesi
sonucu belirlenmigstir (4, 29,30, 37). Agiz yo-
luyla alindiktan sonra barsaga ulagan mikro-
organizma barsag1 gecerek kan dolasimina
katilir. Kanda 14 giine kadar kalabilen etken,
bu bakteriyemi periyodu sirasinda uterusa ve
maternal plasentaya yerleserek yangisal degi-
siklikler olusturur. infeksiyon fetal plasentaya
ulastiktan sonra kotiledoner villilerin korionik
epitelinden fotal dolasima yayilir ve fétal bak-
teriyemi abortus ile sonucglanir. Abortusa ne-
den olan Campylobacter suslar: tiim fétal do-
kularda, plasentada, kotiledonlarda ve vagi-
nal akintilarda belirlenebilir. Deneysel calis-
malarda, koyunlarda vaskulitis ile karekterize
bir purulent endometritis ve plasentalarda
nekroz ve purulent yangi bulunmustur (29).
Gerek dogal gerekse deneysel abortus vakala-
rinin bazilarinda atik fétuslarin karacigerle-
rinde multifokal nekrozis gézlenmistir (5,29).

Dogal Campylobacter infeksiyonlarina
kars1 koyunlarda etkili bir immun yanitin or-
taya ¢iktig1 belirlenmigtir. Saha goézlemleri ve
deneysel calismalar, abort yapan koyunlarin
bir sonraki gebelikte homolog serotip ile infek-
siyona kars1 bagisik olduklarimi ortaya koy-
mustur (30,35). Bu bagisikligin bazi koyun-
larda ¢ yila kadar uzayabildigi ileri siriil-
miistiir (25). Infeksiyonu geciren koyunlarin
reprodiiktif yeteneklerinin de normal oldugu
belirlenmistir (48).

Koyun Campylobacter infeksiyonlarmda
gelisen bagisikik humoral diizeydedir, diger
bir ifade ile antikorlar vasitasiyla saglanmak-
tadir. Bu antikorlarm tesbiti de, hayvanlarin
Campylobacter ile daha 6nceki temaslar1 hak-
kinda fikir vermektedir. Gerek dogal infeksi-
yonlardaki bagisiklik durumunu, gerekse de-
neysel infeksiyonlardaki ve asilama sonrasin-
daki bagisiklik diizeyini kontrol etmek i¢in ce-
sitli serolojik testler kullamilmigtir.

Atik yapan koyunlarda Campylobacter
infeksiyonlarmin teshisi i¢in en ¢ok bagvuru-
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lan serolojik testlerden birisi komplement fik-
zasyon testidir (1). Bu test 6zellikle abortus
sonrasl! incelenen kan serumlarinda infeksi-
yonun teshisine yardimeci olurken, saha tara-
malarindaki gegerliligi hakkinda bir bilgi yok-
tur. Son yillarda gelistirilen ELISA teknigi de
cesitli aragtirmacilar tarafindan Campylobac-
ter antikorlarimin tesbiti amaciyla kullanil-
mstir (27,50). Bu testlerden baska, immun-
floresan teknigi ve indirekt hemaglutinasyon
testleri de cesitli arastirmacilar tarafindan bil-
dirilmis olmasina ragmen, pratikte yaygin ola-
rak kullanilmamaktadirlar (2, 22).

Koyunlarin Campylobacter infeksiyonla-
rina karsi yapay aktif bir bagisikhik yoluyla
koruma saglamak icin 1960’1 yillarin basin-
dan itibaren cesitli as1 gcalismalar1 yapilmistir.
Bu alanda ilk ¢alismalar1 yapan arastirmaci-
lardan Miller ve Jensen (36), koyunlara kog
katimindan 6nce canli C.fetus kiultiirii veya
formalinle éldiiriilmiis C.fetus’'u iki doz halin-
de uygulamiglar ve canli asiyla tam koruma
sagladiklarini bildirmislerdir. Ayrica tek adju-
vantll as1 uygulanan koyunlarin higbirinin
atik yapmadigi belirlenmistir. Miller ve
ark.(38), serotip V ve serotip I ile asilamanin
(bugiinkii smiflamaya gére C.fetus subsp.fe-
tus ve C.jejuni) koyunlar1 ¢apraz susla deney-
sel infeksiyona karst korumadigini, ayni
suslardan hazirlanan kombine asmin ise her
iki susa karg1 koruma sagladigini bildirmisler-
dir.

Storz ve ark. (43), aliminyum adjuvanl
bir asmimm koruma siiresini saptamak igin
yaptiklar1 ¢alismada, as1 uygulamasindan 5
ay sonra koyunlarin timiiniin, 17 ve 29 ay
sonra %83'iiniin ve 41 ay sonra %75’inin ba-
gisik oldugunu ileri siirmiislerdir. Siiriiye ye-
ni katilan asii koyunlarin siirii bagisikhigi
tizerindeki etkisi 5 y1l boyunca incelenmis ve
bu uygulama ile daha énce Campylobacter
kokenli abortlar gériilen siiriilerde atik olayla-
rinin izlenmedigi bildirilmistir.

Myers ve ark. (39) da, C.fetus tiim hiicre
antijenleri ve ii¢ tip hiicre fraksiyonu ile agila-
diklar koyunlarin infeksiyondan korundukla-
rin1 belirlemislerdir.
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Thompson ve Gilmour (44), ii¢ farkli se-
rotipten hazirlanan parcalanmis, formalinli ve
adjuvanli asilarin olusturduklar1 bagisikhik
diizeyini serolojik diizeyde incelemislerdir.
Aragtirmada, monovalan asilarin sadece ken-
di serotipine karsi yiiksek titrede antikor
olusturdugunu, fakat trivalan asmm her ig
serotipe kars1 antikor olusumuna neden oldu-
gunu gozlemiglerdir.

Williams ve ark. (49), doért ¢esit monova-
lan ve iki cesit bivalan as1 ile koyunlarda yap-
tiklar1 galismalarda, bivalan asilarin tiim ep-
ritvasyon suslarina karsi daha yiiksek oranda
koruma sagladigim1 saptamiglardir. Keisler ve
ark. (31), Chlamydia, C.fetus ve C.jejuni iceren
iki ticari asimin koyunlarda olusturduklar: an-
tikor titrelerini ELISA yontemi ile arastirmis-
lar ve asilarin Campylobacter’lere karsi anti-
kor titrelerini yiikseltmesine karsin bunun ki-
sa siireli oldugunu belirtmiglerdir. Hansen ve
ark. (28), bir 6nceki y1l Chlamydia, C.fetus ve
C.jejuni kékenli abortlarin gériildiigi bir sii-
ritye aym etkenleri iceren kombine bir as1 uy-
gulamiglar ve asisiz grupta ayni etkenlerden
ileri gelen abortlarin izlendigini ancak asil
grupta asmin %80 etkili oldugunu bildirmis-
lerdir.

Son yillarda Campylobacter’ler iizerinde
yapilan ¢alismalar, konu tizerindeki bilgilere
yeni boyutlar eklemigtir. Ornegin, Campylo-
bacter tiirlerinin, normal koyunlarin sindirim
kanalinda da sik¢a bulunmasi, serum anti-
korlarimin hastaliktan m kaynaklandig: soru-
sunu akla getirmektedir. Bunun sonucunda,
serolojik teshis i¢in saptanan antikor diizeyle-
ri ve serolojik yontemlerde kullanilan Kriterle-
rin yeniden gézden gegirilmesi geregi ortaya
cikmistir. Clinkii, bugiine kadar yapilan ¢alig-
malarda, etkenin sindirim kanalinda bulun-
masimin, serum antikor diizeyleri tizerinde bir
etkisinin olup olmadigl acgiklik kazanmamig-
tir. Ayrica, koyun abortuslarindan C.fetus
subsp.fetus yaninda, C.jejuni ve C.coli gibi tiir-
lerin de izole edilmis olmasi, C.fetus subsp.fe-
tus’a yonelik serolojik teshis kriterlerinin, di-
ger turlerden kaynaklanan antikorlar1 ne dii-
zeyde saptayabildigini de diisiindiirmektedir.

Yukarida agiklanan nedenlerle, bu calisma
gerek diinya literatiiriindeki yeri ve gerekse
sahada uygulanacak bilgiler saglamasi agisin-
dan orijinal nitelik tasimaktadir.

2. GEREC VE YONTEM

2.1. Materyallerin toplanmasi

Campylobacter izolasyonunda ve komp-
lement fikzasyon testinde kullanilan ¢rnekler,
Ankara Et ve Balik Kurumu mezbahasina Po-
lath, Haymana, Kars, Elmadag, Antalya, Kir-
sehir, Bala ve Golbas:1 yorelerinden kesim
amaciyla getirilen 180 adet koyundan alindi.
180’er érnegin alindig1 koyunlar toplam 1425
koyun icinden rasgtele segildi. Kesilen koyun
sayis1 150’den az olan partilerden 15, 150’den
fazla olan partilerden 30’ar 6rnek alindi. Ke-
sim aninda énce koyunlarin kam alindi ve da-
ha sonra i¢ organlarin ¢ikarilmas: aninda saf-
ra keseleri alimdi. Aymi1 koyuna ait kan seru-
mu ve safra kesesine ayni numara verildi ve
ornekler en ge¢ 4 saat iginde islendi. Kan se-
rumlar: ¢ikarilarak -20 °C de saklandi.

2.2. Campylobacterlerin izolasyonu

Mezbahadan kesim aninda alinan koyun
safra keseleri sterilite kontroller1 yapilmis
Skirrow selektif besi yerlerine 4 saat icinde
ekildi. Inokulum safra kesesi mukozas: steril
ekiivyonlar ile kazinarak alindi. Ekimi yapilan
petriler katalizorsiiz anaerobik jarlara yerles-
tirildi ve mikroaerobik ortami saglamak icin
Gas-Pak (Oxoid) kitleri kullanildi. Jarlar 37 °C
de 2-3 giin siireyle inkubasyona birakild. In-
kubasyon siiresi sonunda iireme goriilen pet-
rilerdeki kolonilerin makroskobik ve mikros-
kobik morfolojik o©zellikleri incelendi. Tipik
Campylobacter kolonileri tespit edilerek isa-
retlendi ve Gram yo6ntemi ile boyandi. Karek-
teristik virgil, mart1 kanadi ve “S” sekilli ve
Gram-negatif mikroorganizmalar gliserinli
Brucella buyyona alinarak identifikasyonlar:
yapilmak tizere -70 °C saklandi.
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2.3. Campylobacter tiirlerinin
identifikasyonu

Campylobacterlerin identifikasyonu ama-
ciyla Oksidaz, Katalaz, H,S olusumu ve Hip-
purat hidrolizi testleri gibi biyokimyasal test-
ler, cesitli 1si1larda tireme 6zellikleri ve Tuz to-
lerans, Glisin tolerans testi, ve Nalidiksik asit
ve cephalotin duyarlihk testleri yapilmistir
(20).

Komplement fikzasyon testinde fenol ile
ekstrakte edilen C.fetus subsp fetus antijeni
kullanmildi. Taze komplement kobay serumla-
rindan elde edildi. Tavsanlarda amboseptor
uretimi icin %4 koyun eritrositi kullanilda.
Hazirlanan ayraglarla antijen, amboseptér ve
komplementin titreleri belirlendi.

2.4. Komplement fikzasyon testinin

yapilisi:

Berrak, hemolize ve kontamine olmayan
serumlar 56 °C de 30 dakika siire ile inaktive
edildi. Inaktivasyondan sonra serumlar vero-
nal buffer ile 1/4, 1/8, 1/16 ve 1/32 oranin-
da sulandirildi. Her diliisyondan tiiplere 0.2
ml konuldu. Kontrol hari¢ olmak tiizere tiim
tuplere 0.1 ml antijen ilave edildi. Daha sonra
tim tiplere 1/10'luk komplementten 0.25 ml
eklendi. Sonra bu karisim iizerine 0.35 ml
NaCl konularak 37 °C de 30 dakika benmari-
de tutuldu. Sonra tiim tiiplere 0.2 ml ambo-
septor ilave edildi. % 4'lik koyun eritrositi so-
litsyonundan 0.2 ml ilave edildikten sonra 37
°C de ikinci bir benmari islemi yapildi. Erime
gorilmeyen tiipler pozitif goriilenler ise nega-
tif olarak degerlendirildi.1/4 ve iistiinde reak-
siyon goriilen serumlar pozitif olarak kabul
edildi.

3. BULGULAR
3.1. Campylobacter izolasyon oranlari:

Et ve Balik Kurumu Ankara mezbahasin-
dan temin edilen 180 koyun safra kesesinden
95 (% 52.8) adet Campylobacter spp. izole
edildi. Bunun yaninda 85 (% 47.2) adet safra
kesesinden Campylobacter izolasyonu yapila-
madi. En diistik izolasyon oranlari 1 yasindan
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kiiciik koyunlardan elde edildi. Bir yasindan
kiiciik 45 koyun safra kesesinden 15 (% 33.3)
Campylobacter izole edildi. 2-3 yas grubu 135
koyun safra kesesinden ise 80 (% 59.3)
Campylobacter izole edildi.

3.2. identifiye edilen Campylobacter
tirleri:

Identifikasyon calismalarinin sonucunda
95 Campylobacter susunun 66's1 (% 69.5) C.
fetus subsp. fetus, 22’si (% 23.1) C. jejuni, 7’si
(% 7.4) C. coli olarak identifiye edildi.

izole edilen C. fetus subsp. fetus, C. jejuni
ve C. coli suslarimin tamami hareketli, oksidaz
ve katalaz pozitif, % 1 glisine toleransh bulu-
nurken hicbiri % 3.5 tuz igeren ortamda ve
aerobik kosullarda tiremedi. C. jejuni ve C. co-
li suglarimin tamam hidrojen siulfiir (kagit se-
rit) pozitif, C. fetus subsp. fetus suslarinin ise
hepsi hidrojen siilfiir negatif bulundu.

C. fetus subsp. fetus suslarimmn tiimiu 25
°C'de turerken 42 °C'de iiremedi. Nalidiksik
aside toleransli, cephalothine duyarli ve hip-
purat negatif bulundu. C. jejuni ve C. coli sus-
larmmin hepsi 42 °C'de iiredi, cephalothine to-
leransl, nalidiksik aside duyarli bulundu ve
higbiri 25 °C’de tiremedi. Tiim C. jejuni susla-
r1 hippurat pozitif, C. coli suslar ise hippurat
negatif bulundu.

Izole edilen Campylobacter tiirlerinin ta-
mami1 Gram-negatif, virgiil, spiral ve “S” sek-
linde aktif hareketli bulundular. C. fetus
subsp. fetus suslari birden fazla kivrimlh uzun
spiraller halinde olup zaman zaman uzun zin-
cirler olusturduklarn gézlendi. C. jejuni ve C.
coli suslarinin daha kiigiik virgiil seklinde ol-
duklari, birka¢ giin bekletildiklerinde kokoid
formlara déntuistiikleri ve pasaj yapildiklarin-
da tiremedikleri tespit edildi. C. fetus subsp.
fetus suslarn 1-2 mm. ¢apmda, nonhemolitik,
diizgiin, yuvarlak kenarl, konveks ve gri sa-
rimsi seffaf koloniler olustururken C. jejuni ve
C. coli suslar1 ise besiyeri yiizeyine yayilan su-
lu, basik, hafif gri pembe renkte mukoid gérii-
nimlii koloniler olusturdular.
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Tablo 3.1 : Komplement fikzasyon test sonucglari.

Kaynak Yas Serum Komplement Fiksasyon TOPLAM
Grubu Sayis1 Pozitif

1/4( 1/8 | 1/16 | 1/32 +) (-)
Polatli-1 7-8 ay 15 2 1 1 - 4 i |
Polatli-2 7-8 ay 15 2 1 - - 3 12
Elmadag 7-8 ay 15 3 - - - 3 12
Kars 2-3 yas 30 b 4 - 3 12 18
Haymana 2 yas 15 1 2 - 1 4 11
Antalya 2 yas 30 3 3 2 6 14 16
Kirsehir 2-3 yas 30 5 2 2 6 15 15
Bala 3 yas 15 3 2 - 1 6 9
Golbasi 2 yas 15 2 2 - 5 10
TOPLAM 180 26 17 17 66 114

%(36.7) %(63.3)

Tablo 3.2: Safra keselerinden izole edilen Campylobacter tiirleri ile serum komplement
fikzasyon titreleri arasindaki iligki. ’

Izole Edilen Tiir izolasyon Sayis1 Titre Toplam

’ Sayis1 1/4 1/8 1/16 | 1/32 Seropozitif
C. fetus subsp. fetus 66 23 14 4 15 56 (%84.8) .
C. jejuni 22 1 1 2 4 (%18.2)
C. coli 7 1 - - - 1(%14.3)
TOPLAM 95 95 15 6 - 15 61 (%64.2)
Campylobacter negatif 85 1 2 2 5 (%5.9)

3.3. Komplement fikzasyon test
sonuclari:

Incelenen 180 koyun kan serumunun 66
(% 36.7)s1 C. fetus subsp. fetus antijeni ile
komplement fikzasyon testinde pozitif reaksi-
yon verdi. Orijinlerine gére incelenen serum-
larda % 20-50 pozitiflik saptandi (Tablo 3.1).

Ayrica pozitif bulunan serumlarin 26’s1
1/4,17'si1/8, 6’s11/16, 17'si 1/32 diliisyon-
da pozitif bulundu. Safra keselerinden
Campylobacter izolasyonu yapilan koyunlara
ait 95 kan serumunun 61’inde (% 64.2) ve
Campylobacter izolasyonu yapilamayan 85
koyun kan serumunda 5 (% 5.9) pozitif reak-
siyon gozlendi (Tablo 3.2).

C. fetus subsp. fetus izolasyonu yapilan
66 koyuna ait kan serumlarindan 56'sinda (%
84.8) degisik sulandirmalarda pozitif reaksi-
yon gozlenirken 10 kan serumu (%15.2) nega-
tif bulundu. C. jejuni izolasyonu yapilan 22
koyun kan serumunun ise 41 (% 18.2) sero-
pozitif iken 18 (% 81.8) serum negatif bulun-
du. C. coli izolasyonu yapilan 7 koyuna ait
kan serumlarindan sadece biri (% 14.3) pozi-
tif reaksiyon verirken 6's1 (% 85.7) negatif bu-
lundu. Campylobacter izolasyonu yapilama-
yan 85 koyuna ait kan serumlarindan 5’inde
(% 5.9) degisik sulandirmalarda pozitif reaksi-
yon gozlenirken 80 serum (% 94.1) negatif bu-
lundu.
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Komplement fikzasyon testinde 1 yas alt1
koyunlara ait pozitif serumlarin ¢ogu (% 15.5)
1/4 titrede pozitif bulundu (Grafik 3.1). Buna
karsmn 2-3 yas grubu koyunlarda pozitif se-
rum titreleri yakin dagilim gésterdi.

18
16— 155

E 7-8ay
W 2-3yas

14

g
N>
|

Pozitif orani (%)

1:04 1:08 1:16 1:32
Titre

Grafik 3.1: Cesitli yas gruplarinda titrasyona gore pozitiflik oran1

Komplement fikzasyon testinde C. fetus
subsp. fetus antijeni kullanildig) i¢in, bulgular
C. fetus subsp. fetus izole edilen hayvanlar ba-
zinda kargilastirildiginda, C. fetus subsp. fe-
tus izole edilen 66 koyundan 231 1:4, 14
1:8, 4’11 1:16 ve 15’1 1:32 titreye sahip bulun-
du (Grafik 3.2).

25

Pozitif Sayisi

I I I
01:04 01.08 01.16 01.32

Serum Titreleri

Grafik 3.2: C. fetus subsp. fetus izole edilen, pozitif koyun kan
serumlar sayisi ve titreleri

C. fetus subsp. fetus izolasyonu yapilan
7-8 aylik koyunlarin % 83.3'1, 2-3 yas koyun-
larin % 94.4'i komplement fikzasyon testinde
pozitif bulundu (Tablo 3.3). C. fetus subsp. fe-
tus izolasyonu yapilmayan 7-8 aylik koyunla-
rin hig¢biri komplement fikzasyon testi ile po-
zitif bulunmazken, 2-3 yas grubundaki ko-
yunlarmm % 9.2'i komplement fikzasyon testin-
de pozitif sonug verdi.

4. TARTISMA

Campylobacterler son yillarda tizerinde
en cok calisilan ve onemleri gittikge artan
mikroorganizmalardir. Bu bakterilere karsi il-
ginin artmasinda en énemli faktoér yeni izolas-
yon yéntemlerinin bulunmasi ve buna bagh
olarak daha once bilinmeyen tiirlerin ve has-
talik tablolarinin ortaya c¢ikmasidir. Yurdu-
muzda konu tizerindeki calismalar diinyadaki
calismalarla paralel olarak yiiriitiilmiis ve bir-
cok yeni Campylobacter tiirii Turkiye'de de
saptanmugtir. Ornegin, koyunlarda C. fetus
subsp. fetus disinda C. jejuni ve C. coli'nin de
abortusa neden olabildigi gésterilmistir (17,
21). Bunun yaninda sigirlarin ve tavuklarin
onemli birer Campylobacter tastyicisi oldukla-
r1 anlagilmigtir (13, 14, 19). Ayrica si8ir ve ta-
vuklarin etkenleri koyunlara bulastirmada
rolleri oldugu molekiiler epidemiyolojik bir ca-
hsma ile gosterilmistir (20). Diger tiilkelerde
yapilan arastirmalarin sonuglar: Campylobac-
teriosis goriilme sikhigimin cesitli faktorlere
bagh olarak degistigini gostermektedir. Her
ulkenin kendi kosullarina goére Campylobac-
ter tasima oram farkh olacagindan bunu Tiir-
kiye kosullarinda elde edilen bulgular ile kar-
silastirmak anlamsiz bulunmustur.

Tablo 3.3: Campylobacter fetus subsp. fetus izole edilen ve edilemeyen farkli yas
gruplarindaki koyunlarda komplement fikzasyon test sonuclari.

Yas Toplam izolasyon CF (+) 'CF (-)
izolasyon (+) 7-8 ay 12 10 (% 83.3) 2(%16.7)
2-3 yas 54 51 (% 94.4) 3(%5.6)
izolasyon (-) 7-8 ay 30 - 30(%100)
2-3 yas 55 5 (% 9.1) 50(90.9)
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Ayrica, Diker ve Yardimeci (18), izolasyon
yontemlerinin Campylobacter izolasyon orani
uizerindeki etkisini arastirdiklar: bir ¢aligma-
da, safra kesesi duvarmdan yapilan ekimle-
rin, safra iceriginden yapilan ekimlere gore
izolasyon sansmi 5-6 kat arttirdigimi bildir-
miglerdir. Bu arastirmada da ayni yontemin
kullanilmasi izolasyon oraninin yakin bulun-
masi saglayan énemli bir faktér olabilir.

Diger calismalarda, Bryner ve ark (7), ko-
yun safralarindan izolasyon oranini %16,
Clark ve Monsbourgh (10) %3.3 olarak sapta-
muslardir. Izolasyon oranlariin bu kadar dii-
stk olmasmin gerek ekim metodu ve gerekse
izolasyon yénteminden kaynaklandigi anlasil-
maktadir. Nitekim, Diker (13), % 57.3 olarak
buldugu izolasyon oramni, bu arastirmacila-
rin kullandigr yontemle % 6.3 olarak sapta-
mstir.

identifiye edilen tiirler, bilinen tiim feno-
tipik 6zelliklere uyumlu bulundular (40, 45).
C. fetus subsp. fetus suslari, 25°C’de iireme,
nalidiksik aside diren¢ ve cephalothine duyar-
hhk ozellikleri ile C. jejuni ve C. coli suslarin-
dan kolaylikla ayrildilar. C. jejuni suslar ise,
C. coli suglarindan hippurat hidroliz 6zelligi ile
ayrildi. Baz1 aragtirmacilar (45), seyrek de ol-
sa C. jejuni suglarimin hippurat testinde nega-
tif sonug¢ verebileceklerini ve kesin ayirimin
spesifik DNA problarn ile yapilabilecegini bil-
dirmislerdir. Ancak, bu islem tiim diinyada
cok smirli merkezde arastirma diizeyinde kul-
lanilmakta ve hippurat hidrolizi halen C. jeju-
ni'yi diger Campylobacter tiirlerinden ayiran
klasik fenotipik karekter olarak kabul edil-
mektedir (40).

Ayrica, Diker’in calismasmda saptanan
NARTC susu (C. lari), bu ¢alismada buluna-
mamuistir. Ayrica, Bryner ve ark. (7) ve Clark
ve Monsbourgh (10)un calismalarinda bu-
ginki smiflama kullamilmadig i¢in tiim sus-
lar C. fetus veya bu turiin biyotipleri olarak
gosterilmistir. Literatiirde, belirli Campylo-
bacter tiirlerinin koyunlara affinitesi oldugu-
na dair herhangi bir yayma rastlanmamgtir.
Koyun safra keselerindeki Campylobacter’le-
rin tiur dagilimlar: arasindaki farkliliklar: her-
hangi bir nedene baglamak miimkiin olmadi-

g1icin, farkliigin rastlantisal oldugu diistiniil-
di.

Koyunlarin Campylobacter infeksiyonla-
rinin serolojik teshisi icin gesitli yontemler
kullanilmistir (2,22,33). Ancak, ¢ogu arastir-
ma diizeyinde kalan agliitinasyon, immunof-
loresan, ve indirekt hemagliitinasyon gibi
testler rutin teshis amaciyla kullanilmamak-
tadir. Koyun Campylobacteriosis’inin rutin
teshisi i¢in eskiden beri kullanilan klasik test
komplement fikzasyon testidir (51). Ancak son
yillarda, ELISA'ninda 6zellikle saha taramala-
rinda bagari ile kullanilabilecegi bildirilmistir
(27, 50). Yardimci ve ark. (50), koyun kan se-
rumlarinda Campylobacter yoniinden yaptik-
lar1 calismada, komplement fikzasyon testi ve
ELISA ile paralel sonuglar aldiklarini bildir-
misglerdir.

Polath ve Elmadag yodrelerinden kesime
getirilen koyunlardan alinan toplam 45 kan
serumunun 10’u (% 22.2) komplement fikzas-
yon testinde pozitif bulunurken Kars, Hayma-
na, Antalya, Kirsehir, Bala ve Golbasi yoéresi-
ne ait koyunlardan aliman 135 serumun
56’sindan (% 41.5) pozitif sonu¢ alindi. En
yuksek pozitiflik oran Kirgehir yéresine ait 2-
3 yas grubuna mensup koyun kan serumla-
rinda (% 50) gozlenirken en disik pozitiflik
orani (% 20) Polatli-2 ve Elmadag yoresine ait
7-8 aylik yas gruplarinda bulundu. Bu farkl-
Iigin, izolasyon oranlarinda da belirtildigi gibi
yoresel farkliliklardan ¢ok yas gruplar: arasin-
daki farkliiktan kaynaklandig gériilmektedir.
Ayrica, bunda siirtiniin klinik bir Campylo-
bacter infeksiyonu gecirmis olabilecegi ihti-
mali de goz ard: edilmemelidir.

Yardimci ve ark. (50), koyun kan serum-
larinda ELISA ile yaptiklar: incelemelerde, C.
fetus subsp. fetus ve C. jejuni antijenlerini kar-
silastirmislardir. Arastirmacilar, C. fetus
subsp. fetus antijeni ile yapilan ELISA’'da bu-
lunan ortalama titrenin, C. jejuni antijeni ile
yapilan testte elde edilen ortalama titreden 3
kat daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir.
Yurdumuzda yapilan diger bir aragtirmada da
(20) bu duruma dikkat ¢ekilmis, Campylobac-
ter tiirlerinin birbirine kars1 koruma saglama-
dig: belirtilerek C. fetus subsp. fetus yaninda
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C. jejuni ve C. coli'yi de i¢ine alan bir as1 hazir-
lanmasi ve kullanilmasi tavsiye edilmistir. Ye-
ni Zelanda'da Campylobacteriosise bagh atik-
larn % 20 oraninda oldugu, atiklara neden
olan suslarin heterojen olmasindan dolay1 C.
JSetus subsp. fetus susundan hazirlanan mo-
novalan agmin korumada yeterli olmadig bil-
dirilmistir (11). Bu da arastirmada elde edilen
bulgular: ve yapilan yorumu destekler nitelik-
tedir.

5. SONUC

Bu calismada elde edilen bulgular, ko-
yunlarin safra keselerinde o6nemli oranda
Campylobacter tasidiklarini gosterdi. Safra
kesesinde kolonizasyonun cinsel olgunluga
erismeden 6nce basladigl ve cinsel olgunluk
doneminde yiiksek diizeye ciktigi belirlendi.
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Serolojik test sonuglar1 da bunu dogruladi.
Bu bulgular, asemptomatik tasiyicilik ve bagi-
siklik konularma uyarlandiginda, asempto-
matik tasiyiciligin, serolojik testte pozitif reak-
siyona neden olabilecegi anlasildi. Bu neden-
le komplement fikzasyon testinde degerlendir-
me Kkriterlerinin yeniden gézden gegirilmesi
gerektigi kanmisina varildi. Ayrica, koyurilan
infekte edebilen Campylobacter tiirleri arasin-
da serolojik kros reaksiyonlarin ¢ok az olmasi
veya olmamasi, serolojik testlerde bu tiirlere
ait antijenlerin birlikte kullanilmas1 gereklili-
gini gésterdi. Bunlarin yaninda, uygun anti-
jenler ve degerlendirme kriterleri kullanildi-
ginda, komplement fikzasyon testinin gerek
klinik Campylobacter infeksiyonlarimin teshi-
sinde, gerekse saha taramalarinda kullanila-
bilecegi kanisina varildi.
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