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Et orneklerinden izole edilen Staphylococcus aureus ve
koagiilaz negatif stafilokok’larin biyofilm tiretimi ve
DNaz aktivitelerinin belirlenmesi

Neslihan GUNDOGAN!, Ozlem ATAOL'
OzZET ABSTRACT
Amac¢: Bu calismada Ankara ilindeki, cesitli Objective: In this study, it was aimed to evaluate calf

siipermarketlerden temin edilen dana kiyma ve tavuk
but orneklerinde Staphylococcus aureus ve koagiilaz
negatif stafilokok (KNS)’larin bulunma sikligi ile bu
izolatlarin biyofilm Ulretimi ve DNaz aktivitelerinin
saptanmasi amaclanmistir.

Yontem: incelenen 15 kiyma ve 15 tavuk 6rneginden
izole edilen S. aureus ve KNS’lerin cins ve tir
diizeyindeki identifikasyonlar1 standart biyokimyasal
yontemler ve API ID 32 Staph (Bio Merieux SA, Marcy-
I’Etoile, France) bakteri tanimlama kiti kullanilarak
yapilmistir. Stafilokok tirlerinin biyofilm olusumlan
Congo Red Agar’da, DNaz aktiviteleri DNaz Agar’ da
belirlenmistir.

Bulgular: incelenen kiyma érneklerinden 6 (%10,7)’s1
S. aureus, 50 (%89,3)’si KNS olmak Ulzere toplam 56
stafilokok izolat1 elde edilmistir. Tavuk orneklerinde
toplam 41 KNS izolat1 saptanmis fakat bu orneklerden
S. aureus izole edilememistir. DNaz aktivitesi kiymadan
izole edilen S. aureus izolatlarinin tamaminda (%100),

minced meat and chiken drumsticks samples purchased
from different supermarkets in Ankara, Turkey for the
presence of coagulase positive staphylococci (CPS)
and coagulase negative staphylococci (CNS) and to
determine their biofilm production and DNase activity.

Method: S. aureus and CNS, isolated from 15 minced
meat and 15 chicken drumstick samples, were analyzed
by conventional biochemical tests and APl ID 32 Staph
(Bio Merieux SA, Marcy-I’Etoile, France) identification
kits to identify for genus and species of these isolates.
Biofilm formation of isolates that was investigated by
using Congo Red agar method. DNase activity of these
isolates were evaluated on DNase agar.

Results: Total of 56 isolates of Staphylococcus spp.
which consist of 6 (10.7%) S. aureus and 50 (89.3%) CNS
were found from minced meat samples. A total of 41
CNS isolates isolated from chicken samples whereas,
S. aureus were not isolated from these samples. All of
S. aureus (100%) and 58% of CNS isolates from minced
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KNS’lerin %58 ’inde pozitif bulunmustur. Tavuktan izole
edilen KNS’lerin %70,7 ’sinin DNaz pozitif bulunmustur.
Biofilm Uretimi kiymadan izole edilen S. aureus
izolatlarinin %50 ’sinde, KNS’ lerin % 18’sinde tespit
edilmistir. Tavuktan izole edilen KNS’lerin %41.5 ’inde

biyofilm liretimi saptanmistir.

Sonug: Stafilokok tirlerinin etlere kontaminasyonun
bu gidalarin hazirlanmasi sirasindaki zayif sanitasyon
ve capraz kontaminasyonun gostergesi olabilecegi
dusunilmektedir. Bu calismada izolatlarin biyik bir
oranda biyofilm olusturduklari ve DNaz aktivitesine
DNaz aktivitesi olan
stafilokok

kontaminasyon ile gida zincirine girebileceginin gida

sahip olduklar1 gozlenmistir.

ve biyofilm  olusturabilen tirlerinin

treticileri tarafindan dikkate alinmasi gerektigi, bu
nedenle de hijyenik ve koruyucu onlemlerin alinmasi
gerektigi disiincesindeyiz.

Anahtar Kelimeler: Stafilokok, et, tavuk, biyofilm,
DNaz

GIRIS

Micrococcaceae familyasindan olan stafilokok
tiirleri dogada cok yaygin bir sekilde toprakta,
bitkilerde ve bunlarin disinda

suda, havada,

insan ve hayvanlarin derileri lizerinde ve

mukoz membranlarinda dogal floray1 olusturan
mikroorganizmalardir. Patojen stafilokok tiirleri hem
insan hem de hayvan sagligin1 onemli olclide tehdit
etmektedir (1). Meme ici iltihab1 olarak bilinen
mastitis etkeni olan stafilokoklar Staphylococcaceae
familyasinda yer alip, cesitli iltihapli enfeksiyoz
hastaliklara yol acmakla beraber insanlarda menenjit,
septisemi, artrit, dermatit, endokardit ve eklem
romatizmalarinanedenolmaktadir (1). Staphylococcus
genusu icerisinde yer alan Staphylococcus aureus

tirt yuksek toksisiteli ve bagirsaklarda etkili olan
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meat and 70.7% of CNS isolates from chicken samples
were positive for DNase activity, respectively. In this
study, 50% of S. aureus and 18% of CNS from minced and
41.5% of CNS isolates from chicken samples produced
biofilm, respectively.

Conclusion: These results suggests the contamination
of meat and chicken samples by Staphylococcus
spp.
contamination during the production process. In this

indicates poor personnel hygiene and cross
study, we showed that a large proportion of isolates
had biofilm production and DNase activity. We suggest
that contamination of staphylococci in different levels
of the food chain should always be considered carefully.
The food producers should be aware that controlling
biofilm formation and DNase activity by staphylococci.
Therefore, strict hygienic and preventative measures
should be taken.

Key words: Staphylococcus spp., meat, chicken,
biofilm, DNase

enterotoksinleri nedeni ile insanlar icin potansiyel
patojen bir mikroorganizmadir (2). S. aureus’un
gidalarda bulunmasinin diger bir énemi de indikator
Gidalarda
bu bakterinin varligi genellikle gida uretiminde

mikroorganizma olarak fonksiyonudur.

calisan personelin deri, agiz ve solunum yollarindan
kaynaklanan kontaminasyonun gostergesi olarak
dikkate  alinmaktadir  (3).
stafilokoklar (KNS)

kontaminant bakteriler olarak degerlendirilmelerine

Koagiilaz  negatif

uzun siredir kommensal ve

karsin, son yillarda yapilan calismalar bazi KNS

tirlerinin  enterotoksin  iretebildigini  ayrica

insanlarda patojenik etkilerinin oldugunu

Cesitli
in vivo ve

gostermistir  (4). kaynaklardan izole

edilen stafilokoklarin in vitro olarak
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uretildikleri ortama konak¢i Uzerine etkili olan
peptidoglikan, kapsuler susbstantlar, clumping faktor
ve protein-A gibi selliiler; a toksin, B hemolizin,
y-hemolizin, epidermolitik toksin, pirojenik toksin,
leukosidinler, stafilokoagiilaz, enterotoksinler,
bakteriyosin, lizozim, nukleazlar (DNaz ve RNaz),
hyaluronidaz ve slime faktor gibi ekstraselliler

maddeler salgiladiklar gosterilmistir (5).

Bu maddelerden biyofilm ve DNaz gibi

ekstraselliler maddelerin stafilokoklarin patojenitesi
ile yakindan

iliskisi  oldugu

stafilokoklarin tanimlanmalarinda virulans faktorleri

disiinilmekte ve
olarak yararlanilmaktadir (5). Biyofilm, canli veya
cansiz bir ylizeye yapisarak kendi urettikleri organik
bir ekzopolisakkarid matriks icine gomdili ve
hareketsiz olarak birbirine, bir kat1 yiizeye veya bir
ara yuzeye geri doniisimsiiz olarak tutunmus halde
yasayan mikroorganizmalarin olusturdugu topluluktur
(6). Biyofilm iretildigi bakteriye antibiyotiklerden,
korunma

dezenfektanlardan, kimyasallardan

gibi bircok avantaj saglar (7). Baz1 arastirmalar
biyofilm Ureten bakterilerin Uretmeyenlere gore
antibiyotiklere daha direncli oldugunu gostermistir
(8). Stafilokoklarin biyofilm olusturma ozellikleri
sayesinde tibbi

ekipmanlara,

aletlere, gida

tezgah yuzeylerine tutunabildikleri

isletmelerindeki

ve capraz kontaminasyonla gidalara bulasabildikleri
gosterilmistir (6, 7, 9). Tiim bu onemli 6zelliklerinden
dolay1 arastirmamizda Ankara’da satisa sunulan kiyma
ve tavuk orneklerinden stafilokoklarin izolasyon ve
tanimlanmalar yapilarak biyofilm iiretimleri ve DNaz
aktiviteleri arastinlmistir.

GEREC VE YONTEM
Ornek Alma ve Orneklerin Analize Hazirlanmasi

Bu calisma kapsaminda Ankara ilindeki cesitli
marketlerden temin edilen 15 dana kiyma ve
25 g et

ornegi steril kosullarda tartilarak, 225 ml steril

15 tavuk but ornegi ile calisilmistir.

tamponlanmis peptonlu su ile homojenizatorde
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(Stomacher 400) 10 dakika sure ile homojenize
edildikten sonra 107 kadar dilusyonlar1 hazirlanmistir.

Stafilokok izolasyonu ve Tanimlanmasi

Homojenize  edilerek  ekime  hazirlanmis
dilisyonlardan steril pipetlerle alinan 0,1 mU’lik
ornekler %5 egg yolk tellurite emulsiyon (Oxoid SR
0054) ilave edilmis Baird Parker Agar (BPA; Oxoid
CM 0275) besiyerine dragalsky ozesi ile yayilarak
37 °C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon
sonucunda gri ve siyah renkli koloniler supheli
stafilokok kolonileri olarak degerlendirilmistir. Bu
suheli koloniler yeniden taze BPA’ya pasajlanarak,
37 °C’de 24-48 saat inkube edilmis ve saf kulturleri
elde edilmistir. Gram pozitif, katalaz pozitif, oksidaz
negatif, oksidasyon fermentasyon (O/F glukoz) pozitif
olan koloniler stafilokok cinsi olarak tanimlanmistir.
Stafilokok suslarina tupte koagulaz testi yapildiktan
sonra suslar koagulaz pozitif (KPS) ve koagilaz
negatif (KNS) stafilokok olarak gruplandintmistir.
Stafilokok tirlerinin identifikasyonlar1 API ID 32 Staph
(Bio Merieux SA, Marcy-I’Etoile, France) bakteri
tanimlama kitleri ile yapilmistir. Calismamiza referans

sus olarak S. aureus ATCC 297.213 susu kullamlmistir.

Biyofilm Olusumunun Belirlenmesi

Tanimlamasi yapilan stafilokok turlerinin biyofilm
olusumlar Kongo red agarda (sucrose 50 g [SIGMA],
brain heart infusion broth [OXOID], 37 g, agar
10 g, Kongo red [SIGMA] 0.8 g, distile su 1000ml)
belirlenmistir. 37 °C de 24 saat inkubasyon sonunda
siyah renkli koloniler biyofilm pozitif, pembe-kirmizi
renkli koloniler biyofilm negatif kabul edilmistir (8).
Biyofilm pozitif kontrol susu olarak Staphylococcus
epidermidis ATCC 35.984 ve biyofilm negatif kontrol
olarak Staphylococcus aureus ATCC 25.923 susu
kullamlmstir.

DNaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Stafilokoklarin DNaz aktiviteleri DNaz Agar (Oxoid
CM32)’da test edilmistir. izolatlar DNaz agara cizgi
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tarzinda ekilerek 37 °C’de 24 saat inkibasyona
birakilmistir. inkiibasyondan sonra iireyen koloniler
uzerine 1 NHCI délulerek etrafinda acilan zon olusumu
DNaz aktivitesi

(8).

pozitif olarak degerlendirilmistir

BULGULAR

Arastirmamizda materyal olarak kullanilan et
orneklerinden (kiyma ve tavuk but) izole edilen
stafilokok tirleri Tablo 1’de gosterilmistir.

Kiyma orneklerinden toplam 56 izolat elde
Elde edilen (%10,7)
Staphylococcus aureus, 50 (%89,3)’si koagiilaz negatif
stafilokok (KNS) olarak belirlenmistir. KNS turlerinin
36 (%64,3)’s1 S. xylosus, yedisi (%12,5) S. hominis,
ucu (%5,3) S. capitis, ikisi (%3,6) S. epidermidis ve

edilmistir. izolatlarin altis1

ikisi (%3,6) S. cohnii olarak belirlenmistir. Tavuk
orneklerinden toplam 41 izolat elde edilmis olup bu
izolatlarin hepsi KNS tirlerine aittir. Bu tirlerin 13
(%31,7)’u S. simulans, 10 (%24,4)’u S. cohnii, dokuzu
(%22,0) S. capitis, altis1 (%14,6) S. hominis, ikisi
(%4,9) S. auricularis, biri (%2,4) S. haemolyticus dur.
Tavuk orneklerinden S. aureus ve KNS turlerinden S.
xylosus ve S. epidermidis izole edilememistir. Kiyma
orneklerinden de S. simulans, S. auricularis ve S.
haemolyticus izole edilememistir.

Kiyma ve tavuk orneklerinden izole edilen
stafilokok turlerinin DNaz aktiviteleri Tablo 2’de
gosterilmistir. Kiyma orneklerinden DNaz pozitif
toplam 35 (%62,5) stafilokok izolat1 elde edilmis
olup, bunlarin altis1 (%100) S. aureus, ikisi (%100)
altis1 (%86) S. hominis, ikisi (%67)
(%50) S. (%50)’i

S. epidermidis,
biri
S. xylosus’dur.

S. capitis, cohnii ve 18

Tavuk orneklerinden toplam 29 (%70,7) DNaz
pozitif stafilokok izolat1 elde edilmistir. Bu izolatlarin
Ucti (%50) S. hominis, yedisi (% 78) S. capitis,
sekizi (%80) S. cohnii, dokuzu (%69,2) S. simulans, biri
(%50) S. auricularis ve biri (%50) S. haemolyticus’dur.
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Tablo 1. Et orneklerinden izole edilen Stafilokok turlerinin
dagilimlan

Stafilokok tiirleri Kiyma Tavuk but

n %* n %
S.aureus 6 10,7
S. xylosus 36 64,3
S. hominis 7 12,5 6 14,6
S. capitis 3 5,3 9 22,0
S.epidermidis 2 3,6
S.cohnii 2 3,6 10 24,4
S. simulans - - 13 31,7
S. auricularis - - 2 4,9
S. haemolyticus - - 1 2,4
TOPLAM 56 100 41 100

n: izolat sayisi
*: ylizde degerleri toplam izolat sayisina gére alinmistir

Tablo 2. Et orneklerinden izole edilen DNaz pozitif Stafilokok
turlerinin dagilimlan

Stafilokok tiirleri Kiyma Tavuk but

n % n %
S.aureus 6 17,2
S.epidermidis 2 5,7
S.hominis 6 17,2 3 10,3
S.capitis 2 5,7 7 24,1
S.cohnii 1 2,9 8 27,6
S.xylosus 18 51,4
S. simulans - - 9 31,0
S. auricularis - - 1 3,5
S. haemolyticus - - 1 3,5
TOPLAM 35 100 29 100

n: izolat sayis1
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Kiyma orneklerinden toplam 12  (%21,4),

tavuk orneklerinden toplam 17 (%41,5) biyofilm
pozitif izolat elde edilmistir. Stafilokok tirlerinin
biyofilm olusumlar Tablo 3’de gosterilmistir. Kiyma
orneklerinde 3 S. aureus (%50), bir S. epidermidis
(%50), bir S. hominis (%14) ve yedi S. xylosus (%19)
izolatinda biyofilm Uretimi saptanmistir. Tavuk
orneklerinde de u¢ S. hominis (%50), bir S. capitis
(%11,1), dort S. cohnii (%40) ve dokuz S. simulans

(%69,3) izolatinda biyofilm Uretimi gozlenmistir.

Tablo 3. Et orneklerinden izole edilen biyofilm pozitif
Stafilokok tiirlerinin dagilimlan

Kiyma Tavuk but

Bakteri Adi

n % n %
S. aureus 3 25
S. epidermidis 1 8,3
S. hominis 1 8,3 3 17,7
S. capitis - - 1 5,9
S. cohnii - - 4 23,5
S. xylosus 7 58,4
S. simulans - - 9 52,9
S. auricularis
S. haemolyticus
TOPLAM 12 100 17 100

n: izolat sayis

TARTISMA

insan ve sicak kanli hayvanlarin deri ve mukozal

membranlarinda, toz ve toprak gibi cevresel

ortamlarda bulunan S. aureus ve KNS’ler; etlerin
kesimi, parcalanmasi, depolanmasi sirasinda uygun
olmayan hijyenik kosullarda hazirlanan bir cok
gidaya bulasabilirler (10). Arastirmamizda kiyma

orneklerinden %10,7 oraninda S. aureusizole edilirken,

Cilt 69 ®m Say1 3 m 2012

tavuk orneklerinden S. aureus izole edilememistir.
Schlegelova ve ark, calistiklari et 6rneklerinden %52,2
oraninda S. aureusizole ettiklerini bildirmislerdir (11).
Citak ve Duman Ankara’da yaptiklarn bir calismada
toplam 105 tavuk orneginden 195 stafilokok izolati
elde etmis olup, 92 (%47,2)’sini S. aureus olarak
tanimlamislardir (12). Guven ve ark., Eskisehir ve
Kutahya bolgesinde S. aureus’u et urtnlerinden %48,7
oraninda izole etmislerdir (13)

Giindogan ve ark., calistiklar1 150 et ve tavuk
(%53,3)’ninden S.
ettiklerini belirtmislerdir (14). Bu calismalardan elde

orneklerinin 80 aureus izole
edilen sonuglar calismamizin sonuclarindan oldukca

yuksektir.

Onceleri derinin normal florasinda bulunan
KNS’lerin zararsiz etkenler oldugu disiniilse de
glinimiizde bu bakterilerin insan ve hayvanlarda
onemli baz1 hastaliklarin etkeni firsatci patojenler
bilinmektedir (1).

S. warneri, S.

olduklan taraftan, S.
KNS

turlerinin fermente etlerdeki lipoliz, proteoliz ve

Diger
xylosus, carnosus gibi bazi
lezzet gelisiminde rol aldiklan bilinmekte ve giivenli
kabul (15).
yapilan arastirmalar bazi KNS tiirlerinin stafilokok
(16).
Arastirmamizda kiyma orneklerinden 36 (%64,3) S.

edilmektedirler Ancak son yillarda

enterotoksinleri iretebildigini  gostermistir
xylosus, yedi (%12,5) S. hominis, uc (%5,3) S. capitis,
iki (%3,6) S. epidermidis ve 2 (%3,6) S. cohnii olmak
lizere toplam 56 KNS, tavuk but orneklerinden de
13 (%31,7) S. simulans, 10 (%24,4) S. cohnii, dokuz
(%22) S. capitis, alt1 (%14,6) S. hominis, iki (%4,9) S.
auricularis ve bir (%2,4) S. haemolyticus olmak lizere
toplam 41 KNS izole edilmistir. Citak ve Duman tavuk
orneklerinden 103 (%52,8) KNS izolat1 tanimladiklarini
bildirmislerdir (12). Addis ve ark., ise 200 peynir
orneginden 19 (%9,5) KNS izole etmislerdir (17).
Marino ve ark., tilketime hazir hayvansal gidalar ile
yaptiklan bir arastirmada S. saprophyticus’ u (%23,7)
dominant tiir olarak izole ederlerken, S. epidermidis,
S. pasteuri, S. sciuri, S. xylosus ve S. warneri turlerini
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daha az siklikla izole etmislerdir (15). Sawant ve
ark., cig sit orneklerinden izole ettikleri 168 KNS
izolatinin %36 S. chromogenes, %22 S. epidermidis,
%22 S. hyicus, %10 S. simulans, %4 S. warneri, %2 S.
hominis ve %1 S. intermedius, S. sciuri, S. xylosus
olarak tammlamislardir (18).

izolasyon oranlarive izole edilen tiirler bakimindan
bizim sonuclarimiz ile yukarndaki bazi arastirmacilarin
sonuclar1 arasindaki farkliigin calisilan ornek sayisi,
cesidi, isletmelerin hijyenik kosullar1 ve gidalarin
depolama siirelerinin farkliigindan kaynaklandig
distinilmektedir.

DNaz aktivitesinin belirlenmesinin patojenik
stafilokoklarin normal flora iyelerinden ayrilmasi
(19).

Devriese ve Oeding, S. aureus’larin koagilaz ve

bakimindan o6nem tasidigi belirtilmektedir
DNaz olusturmalart arasinda siki bir iliski oldugunu
(19).
orneklerinden izole edilen S. aureus’larin tamaminda
(%100), KNS’lerin %58’inde, tavuk orneklerinden izole
edilen KNS’lerin %70,7’sinde DNaz akivitesi tespit
edilmistir. Sonuclanimiza benzer sekilde Mastunga ve

ileri  surmuslerdir Arastirmamizda kiyma

ark., sitlerden izole ettikleri 58 S. aureus izolatinin
tamaminda DNaz aktivitesi tespit etmislerdir (20).
Giindogan ve ark., ¢ig siit, pastorize siit ve dondurma
orneklerinden izole ettikleri 110 S. aureus izolatinin
%94,5’inde DNaz aktivitesi tespit etmislerdir (21).
Citak ve ark; cig siitlerden izole ettikleri 704 S.
aureus izolatinin %93,6’ sinda, 147 koagiilaz negatif
stafilokok izolatinin %10,2’sinde DNaz aktivitesinin
bulundugunu géstermislerdir (22).

Biyofilm,  bakterileri  konakcinin  savunma

hiicrelerinden, antibiyotiklerden, cesitli kimyasal ve
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dezenfektanlardan koruyan ekzopolisakkarit yapida
bir bariyerdir (6). Gida endustrisi bakimindan bakteri
biyofilmleri buyuk onem tasimaktadir. Bakterilerin
gida Uretiminin yapildig1 ylizeylere yapismasi ve
biyofilm olusturmalan bircok gida patojeninin veya
gidalarda bozulmalara neden olan bakterilerin
gidalara

(6, 7).

kontaminasyonuna yol acabilmektedir

Arastirmamizda kiyma orneklerinden izole edilen
S. aureus’lann %50’sinde, KNS’lerin %18’inde biyofilm
Uretimi tespit edilirken, tavuk orneklerinden izole
edilen KNS’lerin ise %41,5’inde biyofilm Uretimi tespit
edilmistir. Sonuclarimiza benzer sekilde Vasudevan
ve ark., mastitisli ineklerden izole ettikleri 35 S.
aureus izolatinin, 24 (%68,6)’linde biyofilm liretimi
tespit etmislerdir (23). Gilindogan ve ark; cig siit,
pastorize siit ve dondurma orneklerinden izole
edilen S. aureus’larin %52,7’sinin slime Urettiklerini
bildirmislerdir (21).
olarak Citak ve ark., cig siitlerden izole ettikleri
S. aureus’ larin %5,1’inde, KNS’lerin %42,2’sinde

biyofilm Uretimi oldugunu belirtmislerdir (22).

Calisma sonuclarimizdan farkli

Sonuc olarak, tiketime sunulan et ve tavuk

orneklerinden stafilokok tirlerinin izolasyonlarn

bu bakterilerin gida Uretiminin herhangi bir
asamasinda gidalara kolaylikla kontamine olabildigini
gostermektedir. Bu izolatlarin DNaz ve biyofilm
Uretebilme kapasiteleri, halk saglig1 acisindan risk
olusturabilir veya gidalarda bozulmalara neden
olarak ekonomik kayiplara neden olabilir. Bu nedenle
gidalarin  Uretiminden tiketiciye ulasana kadar
gecen bitun asamalarda gerekli hijyen ve sanitasyon

kurallarina uyulmasi gerekmektedir.
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