ARASTIRMA (Research Report)

KAYSERI ILINDE KOY PAZARLARINDA SATILAN TAZE PEYNIRLERDE
ENTEROHEMORAJIK ESCHERICHIA COLI O157:H7 SUSUNUN
ARASTIRILMASI*

Studies on the Presence of Enterohemorrhagic Escherichia Coli O157:H?7 Strai in
Raw Cheese Sold in Public Open Markets in Kayseri Province

Gonca Fahriye GUMUSSOY', Zafer GONULALAN?

Ozet : Bu arastirmada, Kayseri ilinde kdy pazarlarindan
toplanan 100 adet taze peynir numunesinde
enterohemorajik Escherichia coli O157:H7 susunun
varligi, fekal orijinli E. coli ve koliform bakterilerinin
bulunma sikligi incelendi.

Bu amagla, on zenginlestirmeye tabi tutulan peynir
numunelerinden  4-methylumbelliferyl-b-D-glucuronide
(MUG) igeren Lauryl Sulphate Tryptose Broth (LSTB) a
ekimler yapildi ve 86 adet peynir numunesinde tireme
tespit edildi. Sorbitol MacConkey Agar (SMAC)’a
yapilan ekimler sonucu 17 adet peynir numunesinde
renksiz ve orta biiyiikliikte  koloniler  gozlendi.
Kolonilerin mikroskopik muayenesi sonucu 13 adet
peynir numunesinde hareketli etkenler tespit edildi ve
4'1i indol pozitif bulundu. E. coli O157:H7 nin varliginin
teyit edilebilmesi i¢cin 4 adet indol pozitif numunenin
latex agliitinasyon testi yapildi ve hi¢bir numunenin
agliitinasyon meydana getirmedigi gozlendi. SMAC
agar’daki renksiz kolonilerin 5’inden Hafnia alvei,
4’tinden Proteus mirabilis, 2 sinden Proteus vulgaris ve
2’sinden Morgenalla morganii identifiye edildi. Peynir
numunelerinde ortalama olarak 2.2x10" KMS/100 g
koliform bakteri bulundugu tespit edildi. Ayrica, 58 adet
peynir numunesinde fekal orijinli E. coli saptandi. Sonug
olarak taze peynir numunelerinin hi¢birinden fekal
orjinli bir etken olan E. coli O157:H7 susu izole
edilememesine karsin koliform ve fekal E. coli gibi hijyen
indikatorii mikroorganizmalarla kontaminasyon
diizeylerinin Tiirk Gida Kodeksi Mikrobiyolojik Kriterler
Tebliginde bildirilen diizeylerin iizerinde oldugu ve
tiiketici saghg agisindan risk olusturabilecegi kanaatine
varild.

Anahtar kelimeler: E. coli O157:H7, koliform, LSTB,
SMAC, taze peynir

Summary : In this study, the presence and incidence
of enterohemorrhagic Escherichia coli O157:H7
strain, fecal E. coli and coliform bacteria in 100 raw
cheese collected in public open markets in Kayseri
province were investigated. For this purpose,
prefortified cheese samples were inoculated on the
Lauryl Sulphate Tryptose Broth (LSTB) containing 4-
methylumbelliferyl-b-D-glucuronide  (MUG)  and
growth was established in 86 cheese samples. In 17
of 86 cheese samples, in which the colony formation
was seen, colorless and middle sized colonies were
observed on Sorbitol MacConkey Agar (SMAC).
Motile agents were determined in 13 cheese samples
by microscopic examination and four cheese samples
were indol positive. For the confirmation of presence
of E. coli O157:H7 strain in these 4 cheese samples,
Latex agglutination test was performed and no
agglutination was observed in all samples. The agents
forming colourless colonies on SMAC agar contained
5 Hafnia alvei, 4 Proteus mirabilis, 2 Proteus
vulgaris and 2 Morgenalla morganii. Approximately
2.2x10" MPN/100 g coliform  bacteria were
determined in cheese samples. In addition, fecal E.
coli were determined in 58 cheese samples. In
conclusion, E. coli O157:H7 strain, which is a fecal
agent, was isolated in none of the cheese samples.
However, the levels of microorganisms such as
coliform and fecal E. coli, which are indicators of
hygiene were higher than the levels indicated by
Directions of Microbiological Criteria of Turkish
Food Codex.

Key words: E. coli O157:H7, coliform, LSTB, SMAC,
raw cheese
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Kayseri ilinde kdy pazarlarinda satilan taze peynirlerde enterohemorajik E.coli O157:h7 susunun varligy iizerine aragtirmalar

Peynir, gerek besleyici degeri, gerekse kendine
0zgili lezzet ve aromasi ile vazgecilemeyen gida
maddeleri arasindadir. Ancak, hijyenik kosullara
uyulmadan iiretim ve pazarlamasinin yapildigi du-
rumlarda tiiketici saglhig1 acisindan 6nemli bir risk
faktorii haline gelmektedir (1).

Insanlarda oldukga siddetli enfeksiyonlara yol agan
Enterohemorajenik E. coli (EHEC) 0157:H7 susu
Ozellikle son yillarda adindan siklikla bahsedilen
gida kaynakli bir patojen olarak bilinmektedir. E.
coli  0157:H7’nin  insanlara  bulagsmasinda
kontamine et yaninda siit ve siit {irlinlerinin de ol-
dukea 6nemli bir yere sahip oldugu ve bu iirtinlerle
ilgili olarak ¢ok sayida salgin hastaliklara rastlanil-
dig1 bildirilmistir (2, 3).

E. coli O157:H7 susunun biyokimyasal 6zellikleri
diger E. coli suslarma benzemektedir. E. coli’ler
gibi optimum olarak 37 °C’de ve pH 7.0-7.2°de
gelisir. Bakteri 1siya duyarlidir ve pastdrizasyon
1sisinda inaktive olur (4). E. coli O157:H7 lizerinde
yapilan izolasyon ve identifikasyon ¢aligmalarinda;
bu patojenin 6zel baz1 gereksinimlere ihtiyaci oldu-
gu tespit edilmistir.

Diger E. coli’lerden; 44.5 °C ve lizerinde geliseme-
mesi, sorbitolii fermente edememe oOzelligi ile
fluorojenik iiriiniin olusumuna yol acan 4-methyl
umbelliferone glukuronide’i (MUG) hidrolize eden
B-glucuronidase enzimini igermemesi, buna karsi-
lik eae genine sahip olmasi, 60 mDa plazmid tasi-
mas1 ve yaygin olarak goriilmeyen 5.000-8.000
Dalton molekiiler agirlikta OMP ekspresyonu ve
enterohemolizin iiretimi ile ayrilir (1, 4, 5).

Bu ¢alismada, Kayseri ili kdy pazarlarinda tiiketi-
me sunulan taze peynirlerde enterohemorajik E.
coli 0157:H7 susunun izolasyon ve
identifikasyonunu gergeklestirmek ve bu etkenin
peynirlerde goriilme sikligmin arastirilmast amag-
lanmustir.

GEREC VE YONTEM

Numuneler: Kayseri ili kdy pazarlarindan; Biin-
yan garaji, Koyli garaji ve Sali pazar ile Develi,
Biinyan ve Yahyali ilgelerinden toplanan 100 adet
taze peynir numunesi arastirmanin materyalini

olusturdu. Herbir numune tenekenin orta kesiminden
bir kalip (200-300 g) olacak sekilde analizlere tabi
tutulmak tizere alindi.

Standart sus: Izolasyon ve identifikasyonun her
asamasinda E coli O157:H7 (NCTC 12900) kontrol
susu olarak kullanildi.

Orneklerin ahnmasi: Herbir kalip peynirin (200-
300 g) i¢c kismindan bek yaninda 25’er gram olacak
sekilde ikiser ornek alindi. Mikrobiyolojik analizle-
rin giivenirligini arttirmak ve hata oranini minimuma
diisiirmek amaciyla herbir numune igin ¢ift analiz
yapildi (6).

E. coli O157:H7 susunun izolasyonu: Bu amagcla,
25 g peynir numunesi icerisinde 225 ml Tamponlan-
mig Peptonlu Su (TPS) (Oxoid CM509) bulunan
stomacher torbasina konuldu ve 2 dakika calkaland.
Homojenize olan numune 37 °C’de 1-3 saat etiivde
inkiilbasyona  birakild. On  zenginlestirme
besiyerinden 1 ml alinip 9 ml peptonlu fizyolojik su
¢Ozeltisi igeren tiipe aktarilarak ana diliisyon hazir-
landi. Daha sonra 10~ basamagina kadar numunele-
rin diger diliisyonlar1 yapild1 (6). Her dillisyondan
I’er ml olacak sekilde, 4-methylumbelliferyl-b-D-
glucuronide (MUG) igeren Lauryl Sulphate Tryptose
Broth (LSTB)’un (Oxoid CM967) bulundugu 3 tiipe
ekim yapildi. Tiapler 37 °C’de 24-48 saat
inkiibasyona birakildi. Bulaniklik ve durham tiiple-
rinde gaz olusumu saptanan her diliisyona ait tiip
uzun dalga boyunda UV lamba (Vilber Lourmat, 6
w-365 nm tube 12 watt, V02 9309, France) altinda
floresan olusumu (mavi rofle) yoniinden incelendi

(6).

E. coli O157:H7 susunun identifikasyonu: MUG
iceren LSTB tiiplerinin herbir diliisyonundan (107,
102, 10°) bir o6ze dolusu almarak Sorbitol
MacConkey Agar (SMAC) (Oxoid CM155)’a yay-
ma plak metodu ile paralel ekimler yapildi. Petriler
37 °C’de 18-24 saat inkiibasyona birakildi. Sorbitol
negatif renksiz kolonilerden Nutrient Broth (NB)
(Oxoid CM1)’a gegilerek 44 °C’de 18 saat inkiibe
edildi. NB’da goriilen itiremelerden, mikroskopik
muayene ve biyokimyasal testler yapild1 (6).

Mikroskopik muayene: Etkenin morfolojik yapisi
Gram boyama yontemi ile saptanirken; hareketli
olup olmadig1 hareket muayenesi yapilarak tespit
edildi (6).
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Biyokimyasal testler: Izole edilen etkenin
identifikasyonu amaciyla, indol testi, Hidrojen
stilfiir (H,S) testi, Jelatin hidroliz testi, Karbonhid-
rat fermentasyon testleri, Katalaz testi, Lizin
dekarboksilaz (LD) testi, MR-VP (Metil Red-
Voges Proskauer) testi, Sitrat kullanim testi ve Ure
testi yapildi (7).

Dogrulama testi (Latex agliitinasyon testi): Indol
testi pozitif olan ve sorbitolu fermente etmeyen
siipheli kiiltiirlerdeki kolonilere E coli O157 Latex
agliitinasyon testi (Oxoid DR620M) uygulandi (8).

Koliform bakteri saymm: Brillant Green Bile (%
2) Broth (BGBB) (Oxoid CM31) igeren 3 tiipe, gaz
olusumu gozlenen MUG igceren LSTB tiiplerinin
herbir sulandirmasindan sirasiyla 1, 0.1 ve 0.01 ml
ekim yapilarak 37°C’de 24-48 saat inkiibe edildi.
BGBB’de gaz tesekkiil eden tiiplerde en muhtemel
sayt (EMS) cetvelinden yararlanilarak koliform
bakteri sayist hesaplandi (6).

Fekal E. coli sayimi: Peynir numunelerinin her
birinden MUG igeren LSTB tiiplerine ekim yapila-
rak 37 °C’de 24-48 saat inkiibasyona birakildi.
Tiiplerde meydana gelen gaz olusumu ile birlikte,
UV lamba altinda yapilan muayenede mavi rofle
veren tliplerde fekal E. coli’nin varlig: tespit edildi

).

Istatistik metod: Calismada numunelerin alindig
koy pazarlarindaki Enterobacteriaceae familyasina
ait mikroorganizma varliginin dnem derecesinin
belirlenmesinde kikare (X?) testi kullanildi (10).

BULGULAR

E. coli 0157:H7 susunun izolasyonu: MUG ige-
ren LSTB’a yapilan ekimlerinden 10""de 17 adet,
107’ de 24 adet ve 107"deki sulandirmalarindan 45
adet tiipte bulaniklik ve gaz olusumu saptandi. Ure-
menin goriildigi 86 adet numuneye ait MUG ige-
ren LSTB’un UV lamba altinda yapilan muayene-
sinde, 58 adet numunede mavi rofle goriiliirken
diger 28 adet numunede ise mavi rofle goriilmedi.

Giimiissoy FG, Géniilalan Z

MUG igeren LSTB’lu tiiplerden SMAC agar’a yay-
ma plak metodu ile yapilan paralel ekimler sonucu
17 adet numuneden renksiz ve orta biiyiikliikte kolo-
niler izole edildi. Bu koloniler E. coli O157:H7 yo6-
niinden siipheli olarak degerlendirildi. Diger 69 adet
numuneden ise SMAC agarda pembe renkli koloni-
ler izole edildi.

Mikroskopik muayene sonuglari: NB’da {iretilen
17 adet numuneden hazirlanan mikroskopik prepa-
ratta comak tarzinda morfolojiye sahip Gram negatif
bakteriler gozlendi. Hareket muayenesinde ise 13
adet numunede hareketli, 4 adet numunede ise hare-
ketsiz etkenler belirlendi.

Biyokimyasal test sonuclari: Hareket oOzelligine
sahip 13 adet numuneden izole edilen siipheli etke-
nin identifikasyonu amaciyla yapilan biyokimyasal
testlere ait sonuglar Tablo I’de gosterildi.

Dogrulama test sonuclari: indol testinde pozitif
sonug veren 4 adet peynir numunesinin SMAC’da
tireyen kolonilerinden latex agliitinasyon testi yapil-
di. Higbir numunenin agliitinasyon meydana getir-
medigi tespit edildi. SMAC agarda renksiz koloni
meydana getiren ve hareketli olan 13 adet numune-
nin 2’sinden Morgenalla morganii, 2’sinden Proteus
vulgaris, 4’tinden Proteus mirabilis ve 5’inden ise
Hafnia alvei identifiye edildi.

Koliform bakteri sayim sonuc¢lari: BGBB’a yapi-
lan ekimler sonucu 86 adet peynir numunesinin de-
gisik sulandirma oranlarinda gaz olusumlar1 meyda-
na getirdigi ve ortalama 2.2x10' kms/ml koliform
bakteri bulundugu tespit edildi.

Fekal E. coli saymm sonuclari: MUG igeren
LSTB’a yapilan ekimler sonucu toplam 58 adet pey-
nir numunesinde fekal orijinli E. coli’nin varlig
tespit edildi.

Calismada, kdy pazarlarindan alinan peynir numune-
lerindeki mikroorganizmalarin varlig karsilastirildi-
ginda kOy pazarlar1 arasinda istatistiksel olarak
onemli bir fark bulunamadi (p>0.05) (Tablo II).
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Tablo I. Peynir numunelerinden izole edilen siipheli etkenlere ait biyokimyasal test sonuglari

Numunenin alindign H,S iN JH Glu Lak Man Sak KT LD MR VP ST UR
yer ve no’su

BG3 - - - + - + - + + - + - -
BG 14 + - + + - - - + - + - - +
KG2 - + - + - - - + - + - - +
KG5 + + + + - - + + - + - - +
KG 16 - - - + - + - + + - + - -
SP 12 I
Di4 - - - + - + - + + - + i, -
Di 7 + - + o+ - - - + - n - - ¥
Bi 7 - + - + - - - + - + - - +
Bi 13 - - - + - + - + + - + - .
Bi 15 - - - + - + - + + - + - .
Yil + - + + - - - + - + - + +
Yi2 + o+ o+ 4+ - - + o+ - + - - +

BG: Biinyan garaji, KG: Koylii garaji, SP: Sali pazari, Di: Develi ilgesi, BI: Biinyan ilgesi,
Yi: Yahyali ilgesi, H,S: Hidrojen siilfiir, IN: Indol, JH: Jelatin hidrolizasyon, Glu: Glukoz,
Lak: Laktoz, Man: Mannitol, Sak: Sakkaroz, KT: Katalaz, LD: Lizin dekarboksilaz,

MR: Metil Red, VP: Voges Proskauer, ST: Sitrat, UR: Ure, +: Pozitif, -: Negatif

Tablo II. Enterobacteriaceae familyasinda bulunan koliform bakterilerin peynir numunelerinin
alindig1 yerlere gore dagilimi

Peynir Numuneleri
Numunelerin Alindig1 Pazarlar

Bakteri Bulunmayan Bakteri Bulunan Toplam
Say1 % Say1 % Say1 %
Biinyan garaj1 14 87.5 2 12.5 16 100.0
Koyli garaji 15 83.3 3 16.7 18 100.0
Sal1 pazar1 22 95.7 1 43 23 100.0
Develi 13 86.7 2 133 15 100.0
Biinyan 12 80 3 20 15 100.0
Yahyali 11 84.6 2 154 13 100.0
Toplam 87 87 13 13 100 100.0

X?*=2457 p>0,05
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Tablo III. Peynirlere ait mikrobiyolojik degerler (18).

Giimiissoy FG, Géniilalan Z

n c m M
Koliform* 5 1 9 95
E. coli* 5 0 <3 —
Salmonella spp. 5 0 25 g’da bulunmayacak 25 g’da bulunmayacak
L. monocytogenes 5 0 25 g’da bulunmayacak 25 g’da bulunmayacak
Staphylococcus aureus (kob/g) 5 1 1.0 x 10 1.0 x 10?
Clostridium perfringens (kob/g) 5 1 1.0x 10 1.0x 10?
Maya** (kob/g) 5 2 1.0 x 10 1.0x 10°
Kiif** (kob/g) 5 2 <10 1.0x 10?

* EMS tablosuna gore ( /g)

** Kuf starteri ve / veya maya ile olgunlastirilan peynirlerde kif ve maya sayimi yapilmayacaktir.
Eritme peynirlerde aerobik mezofilik bakteri say1st; n: 5, ¢:2, m: 1.0 x 10 ve M: 1.0 x 10* diir.

TARTISMA

E. coli O157:H7 susu, siit ve siit tirlinleri endiistri-
sinde ozellikle ciftlik ortamlarinda yaygin sekiller-
de bulunabildiginden, gidalar ile insanlara bulasan
ve insan sagligini tehdit eden patojenler arasinda
en dnemli olanlardan birisi olarak kabul edilmekte-
dir. Bu 6nemi sadece digerlerine gore daha fazla
patojeniteye sahip olmasindan degil, ayn1 zamanda
1s1 islemine oldukc¢a direngsiz olmasina ragmen
kot sanitasyon kosullari, yetersiz pastorizasyon
uygulamalari, pisirme ve pastOrizasyon sonrasi
gidaya tekrar bulagma ile salginlara neden olabil-
mesinden kaynaklanmaktadir.

Bir¢ok arastirici, degisik siit iiriinlerinden Proteus
mirabilis, Proteus vulgaris, Hafnia alvei, Bacillus
spp., Staphylococcus spp., Morgenalla morganii,
Klebsiella. pneumoniae, E. coli etkenlerin izole
edildigini bildirmektedirler (9, 11, 12, 13). Yaptigi-
miz ¢aligmada peynir numunelerinden izole edilen
mikroorganizma tiirleri diger arastiricilarin bulgu-
lartyla uyum gostermektedir.

Govaris ve ark. (12), feta ve teleme peynirleri {ize-
rinde yaptiklari ¢alismada her iki peynir tiiriinde de
E. coli O157:H7 susuna rastlamiglardir. Feta pey-
nirlerinde teleme peynirlerine oranla daha yiiksek
bir bakteri miktar1 tespit etmislerdir. Aksu ve ark.
(14), 50 adet beyaz peynir numunesi {izerinde yap-

tiklar1 ¢aligmada bir numuneden E. coli O157:H7
susunu izole etmislerdir. Dayici (9), inek, koyun ve
keci siitlerinin  karisimiyla pastorize edilmeden
hazirlanan 4 ¢esit mihali¢ peynirinin hicbirinin E.
coli O157:H7 icermedigini tespit etmistir.

Koliform bakterileri iizerine yapilan g¢alismalarda
ise; Giingen ve Biiyiikyoriik (13), taze kasar peynir-
lerin bakteriyolojik kaliteleri iizerine yapmis ol-
duklar1 calismada 125 adet taze kasar peynirinin 18
adedinde (% 14,4) ortalama 3.9x10° kob/g diizeyin-
de koliform bakteri tespit ederken, 5 adedinde (%
27.8) E. coli tespit etmislerdir.

Bu arastirmada, Kayseri ili kdy pazarlarindan tiike-
time sunulan 100 adet taze peynir numunesinin
5’inde Hafnia alvei, 4inde Proteus mirabilis,
2’sinde Proteus vulgaris ve 2’sinde Morgenalla
morganii izole ve identifiye edilmistir. Peynir nu-
munelerinde ortalama olarak 2.2x10' KMS/100 g
koliform bakteri bulundugu tespit edilirken, 58
adet numunede ise fekal orijinli E. coli saptanmis-
tir.

Goniil (11), 20 adet beyaz peynir ve teneke tulum
Orneginin 14’tiinde koliform, fekal koliform ve E.
coli sayilarinin 2.4x10° kob/gr’m iizerinde sapta-
migtir. Kalkan ve ark. (15), marketlerde satilan 50
adet beyaz peynir numunesinin % 64’iinde 1.3x10°
kob/g koliform bakteri ve % 22’sinde 2.5x10° kob/
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g E. coli bulundugunu belirlemigledir. Vatan (16),
Bursa ilinde satilan kasar peynirlerindeki koliform
bakteri sayisin1 272 adet/g diizeyinde saptamistir.
Soyutemiz ve ark. (17), satisa hazir hale gelen ka-
sar peynirlerindeki koliform bakteri sayisinin 5.1 x
10* kob/g diizeyinde oldugunu bildirmislerdir. Sal-
tan Evrensel ve ark. (18), tuzsuz peynirlerde 9.4 x
10° kob/g ve bir gece salamurada bekletilmis pey-
nirlerde ise 1.7 x 10’ kob/g koliform bakteri sayisi
tespit etmislerdir. Aran (19), Istanbul’daki market-
lerden topladigi kasar peyniri Orneklerinde
koliform bakterilere rastlamadigini bildirmistir.

Bu ¢alismada koliform ve fekal koliform bakteriler
degerlendirildiginde, analize tabi tutulan 100 adet
peynir numunesinden 58’inde fekal koliform tespit
edilirken, 86 peynir numunesinde 2.2x10' kob/g
koliform bakteri sayis1 bulunmustur. Koliform bak-
teri sayilart bazi arastiricilarin bulgularindan disiik
iken (11, 13, 15, 17, 18), Aran (19)’nin bulgularin-
dan ise yiliksek diizeylerdedir.

Gonil (11), 30 adet teneke tulum peynir numune-
sinden E. coli OI57:H7 susunun analizi ig¢in
SMAC agar ve dogrulama i¢in de E. coli O157
Latex test kiti kullanmustir. Bir numuneden E. coli
0157:H7 susunu izole etmistir. Bu calismada da
MUG igeren LSTB ve SMAC agardan yararlanil-
mistir. SMAC agarda iireyen renksiz kolonilere
yapilan indol testi sonucunda 13 adet peynir numu-
nesinden 4 adedinin test sonucu pozitif bulunmus-
tur. Bu 4 adet siipheli koloniye uygulanan Latex
agliitinasyon testi sonucunda higbirinin E. coli
0157:H7 susu olmadig1 saptanmustir.

Sonug olarak, Kayseri ilindeki kdy pazarlarinda
satilan peynirlerden fekal orijinli bir etken olan E.
coli O157:H7 susu izole edilememistir. Bu numu-
nelerin degisik kaynaklardan toplanmisg olmasi ve
peynir yapimminda kullanilacak siite pastdrizasyon
1s1s1 uygulanip uygulanmadiginin bilinmemesi ¢a-
lismada izolasyon oranini etkileyen faktorler ara-
sinda diisiiniilmektedir. Koy pazarlarinda satilan
taze peynirlerin koliform ve fekal E. coli gibi hij-
yen indikatorii mikroorganizmalarla
kontaminasyon diizeylerinin Tiirk Gida Kodeksi
Mikrobiyolojik Kriterler Tebliginde bildirilen dii-
zeylerin (Tablo III) tizerinde oldugu ve bu nedenle
de taze peynirlerin tiiketici sagligi acisindan risk
olusturabilecegi kanaatine varilmistir.
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