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Erzurum yoresinde koyunlarda Clostridium perfringens toksin varhginin
toksin notralizasyon, ELISA ve lateks agliitinasyon test yontemleri ile
arastirillmasi
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Ozet: Bu calismada, Erzurum yoresinde bulunan enterotoksemi siipheli 70 adet koyuna ait bagirsak iceriginin ELISA,
toksin noétralizasyon ve lateks agliitinasyon testi (LAT) ile incelenerek; klostridial toksinlerin arastirilmasi ve tiplendi-
rilmesi amaglandi. Toksin testinde 25 (%35,7) drnekte C.perfringens yoniinden pozitif sonug alinirken, 45 (%64,3) adet
ornek negatif olarak degerlendirildi. Bu test sonuglarina gore, 14 drnek C.perfringens tip C, 2 6rnek C.perfringens tip
A, 9 6mek C.perfringens tip D olarak identifiye edildi. incelenen 6rneklerin ELISA sonuglar1 degerlendirildiginde 70
adet bagirsak igeriginin 37 (%52,8) adeti C.perfringens yoniinden pozitif bulunurken, 33 (%42,7) adet 6rnek negatif
bulundu. Yapilan ELISA tiplendirilmesinde 12 adet numunede alfa toksin (tip A), 7 adet drnekte alfa, beta, epsilon
toksin (tip B), 9 tanesinde alfa ve beta toksin (tip C) ve 9 adet drnek de alfa ve epsilon toksini (tip D) belirlendi. Lateks
agliitinasyon sonuglarinda ise 2 6rnek alfa toksin yoniinden pozitif sonug verirken, 16 drnekte epsilon toksini belirlen-
di. Sonug olarak Erzurum ilinde enterotoksemi kontroliinde asilamalarin kontrollii, yaygin bir sekilde yapilmasinin ve
uygulanacak asilarda basta tip A olmak iizere, tip C, tip D ile tip B’nin de bulundurulmasinin gerekli oldugu belirlendi.

Anahtar sozciikler: Enterotoksemi, ELISA, lateks agliitinasyon, toksin nétralizasyon.

Investigation of Clostridium perfringens toxins in sheeps in the region of Erzurum by toxin
neutralization, ELISA and lateks aggliitination tests

Summary: Investigation and typing of clostridial toxins after ELISA, serum neutralization and latex agglutination
tests (LAT) of intestinal contents from 70 enterotoxemia suspected sheeps in Erzurum region was aimed in this study.
According to toxin neutralization results; 25 (35,7 %) and 45 (64,3 %) of the samples were determined as positive and
negative, respectively. According to typing by toxin neutralization test; 14, 2 and 9 of the samples were typed as C, A and
D, respectively. Thirty-seven (52,8 %) of the samples were positive for C.perfiringens in the ELISA results. According
to ELISA typing, 12 of the samples had alpha toxin (Type A), 7 of the samples had alpha, beta and gamma toxins (Type
B), 9 of the samples had alpha and beta toxins (Type C), and 9 of the samples had alpha and epsilon toxins (Type D).
According to latex agglutination test results, 2 of the samples had alpha and 16 of the samples had gamma toxins. As a
result, the control of the province of Erzurum enterotoxemia, vaccination should be controlled and widely. Vaccines to
be applied, especially in type A, type B, C and D must be present.
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Giris

Clostridium perfringens hareketsiz ve kapsiilli,
gram pozitif, comak sekilli, spor olusturan, evcil
hayvanlarda 6nemli enterik infeksiyonlara neden
olan bir bakteridir. C.perfringens’e baglh enterotok-
semiler C.perfringens’in degisik tipleri tarafindan
olusturulan, koyun, kuzu, buzagi ve diger hayvan-
larda toksemi ile karakterize infeksiyonlardir (1).
C.perfringens’in olusturdugu toksinler fazla sayida-
dir ve etkenin tiplendirilmesinde bu toksinler kulla-

nilir. Toksin tiplendirmesine gore C.perfingens tip-
leri A, B, C, D ve E olarak ayrilmistir (1, 5, 11, 13,
15). C.perfringens tipleri degerlendirildiginde; Tip
A en yaygin C.perfringens tipidir (11). Toksijenik
Ozellikleri ve patojenitesi olduk¢a degiskendir.
Yapisindaki alfa toksin, kimyasal olarak fosfolipaz
C yapisindadir. Lesitini fosforilkolin ve digliseride
hidrolize eder. Cogu hiicre membrani lesitin i¢erdi-
ginden dolay: alfa toksin yapisi ile yikimlanir (10,
15).
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C.perfringens tip B, alfa, beta ve epsilon tok-
sinleri iiretir fakat beta toksin ¢ogunlukla temel
toksindir (12, 15). Hayvanlarda ani 6liim ile karak-
terize infeksiyonlara neden olan C.perfringens tip
C’de alfa toksin yaninda beta toksin iiretir. Beta tok-
sin tripsin ve diger proteolitik enzimler ile kolay-
ca inaktif hale getirilebilir (15, 16). C.perfringens
tip D en iyi bilinen C.perfringens tipidir ve epsilon
toksin iiretir. Epsilon toksin sindirim enzimlerine
kars1 direnglidir. Bagirsakta fazla miktarda iiretilen
epsilon toksin, sistemik dolasim ile absorbe olarak
organ ve dokularda kapiller gecirgenlik artis1 mey-
dana getirir (21, 23) Tip E’nin temel toksini lota
toksindir. Toksin proteolitik enzimler ile aktive
olur. Bu toksin nekrotizan etkilidir ve kapillar per-
meabiliteyi arttirir (5,13,15,18). Daha dnce yapilan
calismalarda C.perfringens infeksiyonlarmin teshi-
si ve tiplendirilmesinde toksin ndtralizasyon testi,
ELISA, lateks agliitinasyon metotlar1 (LAT), PCR
gibi ¢esitli teknikler kullanilmis, hastaligin ¢iktigi
bolge ve bireysel predizpozisyon gibi faktorlere
bagl olarak farkli sonuglar elde edilmistir.

Bu calismada enterotoksemi siipheli 70 adet
koyuna ait bagirsak iceriginde C.perfringens ve
klostridial toksin varliginin ELISA, toksin ndtrali-
zasyon ve lateks agliitinasyon testi ile arastirilmasi
ve karakterizasyonu amaclandi.

Materyal ve Metot

Calismada, enterotoksemi siliphesiyle Erzurum
Veteriner Kontrol Enstitiisiine (EVKEM) getirilen
70 adet koyuna ait bagirsak 6rnegi kullanildi.

Bagirsak 6rnekleri aseptik kosullar altinda alin-
diktan sonra ELISA i¢in Bio-X Enterotoksemi Elisa
Kit, (Bio K 270), Lateks Agliitinasyon testleri i¢in
Bio-X Diagnostics C.perfringens epsilon toksin
(Bio K176), C.perfringens alfa toksin (Bio K170)
test kitleri kullanildi. Kit prosediirleri iretici fir-
manin direktifleri dogrultusunda uygulandi. Toksin
nétralizasyon testi icin Koruma ve Kontrol Genel
Midiirliigti Laboratuvar Metot Birligi tarafindan
hazirlanan protokol uygulandi (9).

Bulgular

Incelenen &rneklerin ELISA sonuglar degerlendi-
rildiginde, 70 adet bagirsak iceriginin 37 (%52,8)
adeti C.perfringens yoniinden pozitif bulunurken,
33 (%42,7) adet 6rnek negatif bulundu. ELISA tip-

lendirmesinde 12 adet numunede alfa toksin (tip A),
7 adet ornekte alfa, beta, epsilon toksin (tip B), 9
ornekte alfa ve beta toksin (tip C) ve 9 ornek de ise
alfa ve epsilon toksini (tip D) belirlendi (Tablo 1).

Toksin notralizasyon testi sonuglarma gore;
25 (%35,7) ornekte C.perfringens pozitif bulunur-
ken, 45 (%64,3) adet 6rnek negatif bulundu. Toksin
notralizasyon testi tiplendirmesine gore, 14 6rnek
C.perfringens tip C, 2 dérnek C.perfringens tip A ve
9 ornek de C.perfringens tip D olarak tiplendirildi.
(Tablo 1).

Incelenen orneklerin Lateks agliitinasyon so-
nuglarinda ise 2 6rnek alfa toksin yoniinden pozitif
sonug verirken, 16 6rnekte epsilon toksini belirlen-
di.

Tablo 1. ELISA ve Notralizasyon test sonuglarina
gore C.perfringens tipleri

C.perfringens ELISA test Notralizasyon test
tipleri sonuglari (%) sonuglari (%)
A 12 (%32,4) 2 (%8)
B 7 (%18.9) -
C 9 (%24.,3) 14 (56)
D 9(%24,3) 9(36)
Toplam 37 (%100) 25 (%100)

Tartisma ve Sonug

Enterotoksemiler C.perfringens’in farkl tipleri ta-
rafindan olusturulan, toksemi ile seyreden infeksi-
yonlardir. C.perfringens’in olusturdugu toksinlerin
tiplendirilmesi ile C.perfringens tipleri A, B, C, D
ve E olarak ayrilmistir (1, 5 15). Tip A en yaygin
tip olup, sahip oldugu alfa toksin fosfolipaz C ya-
pisindadir ve hiicre membranini yikimlama 6zelligi
bulunmaktadir (10, 15). C.perfringens tip B’nin te-
mel toksini beta toksindir (12, 15). C.perfringens tip
C’nin de temel letal toksini beta toksin yapisindadir
(15, 16). C.perfringens tip D sindirim enzimlerine
direncli olan epsilon toksini iiretir. Tip E’nin temel
toksini lota toksindir. Nekrotizan etkili olan bu tok-
sin kapillar permeabiliteyi arttirir (5,15,18).
C.perfringens pozitifliginin ve toksin tiplerinin
belirlenmesi amactyla kullanilan metotlar ile ilgili
cesitli caligmalar bulunmaktadir. Notralizasyon testi
ile yapilan calismalarda, Uzal ve ark. (22) nétrali-
zasyon testinin %62,7 oraninda pozitiflik verdigini
belirlemislerdir. Idrissi ve Ward (4) noétralizasyon
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testi ile 151 adet ani 6len koyunun 21 adedinde
C.perfringens tip C (beta toksin) saptarken, 39 adet
C.perfringens tip D (epsilon toksin) bulmuslardir.
Ozcan ve Giirgay (19) 132 érnekte yaptiklar1 bak-
teriyolojik muayenede 51 adet pozitiflige (%38)
rastlamiglar, toksin nétralizasyon testi sonucunda 7
(%13) ornekte tip A, 16 (%31) ornekte tip C, 28 Or-
nekte ise (%54) tip D saptamislardir. Bu ¢aligmada-
ki toksin nétralizasyon testi sonuglari, arastiricilarin
bulgulart ile karsilastirildiginda C.perfringens ora-
n1, Uzal ve ark. (22)’dan diisiik bulunurken, Ozcan
ve Giirgay (19) ile Idrissi ve Ward (4)’1n calisma-
larmin sonuglarina yakin bulunmustur. Orneklerin
tiplendirilmesi yoniinden, Ozcan ve Giircay (19) ile
Idrissi ve Ward (4)’1n tiplendirme bulgularina goére
tip C yiiksek oranda bulunurken, tip D diisiik oran-
da saptanmistir. Tip A yoniinden elde edilen sonug
Ozcan ve Giircay (19)’dan diisiik bulunurken hem
tip C hem de tip D’nin yaygin olarak bulunmasi
arastiricilarin bulgularini desteklemektedir.

ELISA, C.perfringens toksin varligimin ve ti-
pinin belirlenmesi i¢in kullanilan hizli, basit, du-
yarli ve spesifik bir testtir. Ozellikle bagirsak ige-
riginde bulunan ¢ok az miktardaki toksin yapisimi
saptayarak ve tiplendirerek sonug¢ verdiginden do-
lay1 enterotoksemi vakalarmin ayrimint da sagla-
maktadir (5,14,21). Gokge ve ark. (3)’nmin ELISA
ile yaptiklari ¢calismada, 56 ishalli digki 6rneginde
C.perfringens yoniinden pozitif sonug¢ veren 32 adet
(%57) ornek belirlenirken, toksin tiplendirmesinde,
orneklerin 6°s1 (%10,7) tip A, 7’si (%12,5) tip B, 9
tanesi (%16) tip C, 10 adedi (%17,8) de tip D olarak
bulunmustur. Kog¢ ve Gokge (8) ELISA metodu ile
150 adet diskida 122 (%81,3) adet pozitiflik belir-
lemislerdir. Arastiricilar toksin tiplendirmesinde 61
(%40,6) adet tip A, 19 (%12,6) adet tip B, 28 adet
(%18,6) tip C ve 14 (%9,3) adet tip D bulmuslar-
dir. Islam ve ark. (5) ELISA metodunu kullanarak
%68,75 oraninda tip D, %25 oraninda tip B, %6,25
oraninda tip C belirlemisler ancak tip A’ya rastla-
mamiglardir. Naylor ve ark. (14) ise yaptiklar ¢alis-
mada 158 ornegin 56 (%35,4)’sinda C.perfringens
yoniinden pozitiflik belirlemislerdir. Tiir diizeyinde
yaptiklan tiplendirmede 9 (%16) ornekte tip A, 4
(%7,1) ornekte tip B, bir (%1,7) adet 6rnekte tip C
ve 42 (%75) ornekte tip D pozitifligi elde etmisler-
dir. Watson ve Scholes (23) yaptiklar1 caligmada bir
buzagida ELISA ile alfa ve epsilon toksin yoniin-
den pozitiflige rastlarken beta toksin yoniinden ne-
gatiflik tespit etmislerdir. Bu ¢aligmada elde edilen

ELISA bulgular1 C.perfringens pozitifligi yoniinden
Gokee ve ark (3)’nin bulgulara benzerlik goste-
rirken, Kog¢ ve Gokee (8)’nin bulgularindan diisiik,
Naylor ve ark. (14)’dan yliksek bulunmustur.

C.perfringens toksin tiplerine bakildiginda ise
tip A bulgusu Gokge ve ark (3)’nin bulgular ile
uyumluluk gosterirken, Kog ve Gokge (8)’den dii-
siik, Naylor ve ark. (14)’dan yiiksek bulunmustur.
Islam ve ark. (5)’nin ise tip A tiplendirmesi yapma-
mis olmasi ile bu arastiricilar ile karsilastiritlama-
mistir. Tip B yoniinden bakildiginda ise Gokge ve
ark. (8) ile Kog ve Gokge (8)’nin ¢aligma bulgulari
ile uyumlu bulunurken, Islam ve ark. (5)’nin galig-
masindan diisiik, Naylor ve ark. (14)’dan yiiksek
bulunmustur. Tip C bakimindan Goékge ve ark. (3)
ile Kog ve Gokee (8)’den diisiik bulunurken, Naylor
ve ark. (14) ile Islam ve ark. (5)’nin tip C bulgula-
rindan fazla bulunmustur. Tip D degerlendirmesine
gore ise Kog ve Gokee (8)’den yiiksek bulunurken,
Gokge ve ark (3), Naylor ve ark. (14), Islam ve ark.
(5)’dan diisiikk bulunmustur.

ELISA ve toksin ndtralizasyon test sonuglari
karsilastirildiginda, Uzal ve ark. (21) C.perfringens
tip D’nin epsilon toksini i¢in ELISA ve toksin
notralizasyon test sonuglari arasinda yiiksek oranda
benzerlik bulmus, her iki tekniginde benzer nitelikte
6l¢tim yaptigini belirtmislerdir. Ancak ELISA meto-
dunun daha kolay, duyarli ve spesifik olarak sonug
verdigini bildirmiglerdir. Ayn1 arastiricilar baska bir
calismada her iki metodu tekrar karsilastirdiklarin-
da ELISA testinin duyarliligin1 toksin ndtralizasyon
testine gore daha fazla bulmuglar, ELISA ile 43 adet
ornek de pozitiflige rastlarken toksin notralizasyon
testi sonucunda Orneklerin 30 tanesinde pozitifli-
ge rastlamiglardir (22). Idrissi ve Ward (4) toksin
notralizasyon testi ile ELISA testi i¢in yaptiklar
karsilastirmada ELISA testinin sensivite ve spesifi-
tesini toksin ndtralizasyon testlerine gore daha fazla
bulmuslardir. Arastiricilar ELISA testinin uygulama
kolaylig1 bakimindan alternatif bir test oldugunu
belirterek, toksin notralizasyon testinin Ozellikle
toksinin aktif-inaktif olma durumu, yikimlanma
gibi pek ¢ok durumdan etkilenebilecegini bildir-
mislerdir. Rosskopf-Streicher ve ark. (20) da tok-
sin notralizasyon testlerine alternatif olarak ELISA
testlerinin kisa siirede hizli sonu¢ vermesi ve mani-
piilasyon kolaylig1 bakimindan tercih edilebilecegi-
ni bildirmislerdir. Moller ve ark. (13) C.perfringens
ve toksinlerinin teshisinde kullanilan toksin nétrali-
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zasyon metodu ile ELISA yontemini karsilagtirmis-
lardir. Arastiricilar alfa toksin saptanmasinda toksin
ndtralizasyon testinin sinirlt derecede yeterli oldu-
gunu belirtmis, beta toksin saptanmasinda ELISA
testinin iyi sonug verdigini bildirmislerdir. Bu ¢alis-
mada kullanilan ELISA testi ve toksin nétralizasyon
bulgulart karsilagtirildiginda ELISA ile 37 ornekte
pozitiflik saptanirken, toksin notralizasyon testinde
25 adet 6rnekte pozitif sonug alinmistir. Bu ¢alisma-
da C.perfringens’in belirlenmesinde ELISA testinin
toksin notralizasyon metoduna gore daha fazla sayi-
da pozitiflik verdigi goriilmiistiir.

Lateks agliitinasyon testi de C.perfringens tok-
sin tiplerinin belirlenmesi i¢in kullanilan bir me-
tottur. Kadra ve ark. (6) C.perfringens igin toksin
nétralizasyon ve lateks agliitinasyon testlerinin so-
nuglarmi karsilagtirmislar, toksin ndtralizasyon testi
ile tip A olarak belirledikleri 47 6rnegin lateks ag-
litinasyon testinde 4 adet tip A pozitifligi verdigini
belirlemiglerdir. Arastiricilar 5 adet tip B 6rnegi igin
yaptiklar toksin nétralizasyon testinde orneklerin
tamamini pozitif bulurken lateks agliitinasyon so-
nucunu negatif bulmuslar, 11 adet tip C i¢in toksin
notralizasyon testini pozitif belirlemisler, lateks
agliitinasyon sonucunu ise negatif olarak bildirmis-
lerdir. Yirmi bir adet tip D 6rnegi icin toksin notra-
lizasyon testini pozitif bulurken, lateks agliitinasyo-
nunda 1 adet pozitiflik, 1 adet tip E 6rneginin ise
hem toksin nétralizasyon hem de lateks agliitinas-
yonu i¢in pozitiflik bulmuslardir (6). Gokge ve ark.
(2) ELISA ve lateks agliitinasyon testlerini kulla-
narak yaptiklar1 calismada ELISA ile 260 bagirsak
iceriginin 220 tanesinde (%84,61), lateks agliitinas-
yonu ile 152’sinde (%58,46) C.perfringens toksin-
lerine rastlamiglardir. Bu orneklerin 40’1 (%15,8)
ELISA, 108’1 ise (%41,3) lateks agliitinasyonu ile
negatif bulunmustur. ELISA tiplendirmesinde 104’i
(%47,27) A, 20’si (%9) B tipinde, 10’u (%4,54) C
tipinde ve 86’s1 (%39,7) D tipinde bulunmus, lateks
agliitinasyonu tiplendirmesinde ise 79’u (%51,97)
A tipinde, 15’1 (%9,86) B tipinde, 7 ‘si (%4,60) C
tipinde, 5171 (%33,55) D tipinde tespit edilmistir. iki
test iginde en yiiksek pozitiflik tip A ve tip D olarak
belirlenmistir. Enterotoksemi vakalarinda, 6zellikle
ani 0lim meydana gelen koyunlarda teshis amaclh
sik kullanilan bir test olarak bildirilen lateks aglii-
tinasyon testi ELISA ile karsilastirildiginda hizli ve
kolay olmasina karsin duyarliligi ve spesifitesi az
olan bir test olarak belirlenmistir (2). Lateks aglii-
tinasyon testinde sonuglarim yorumlanmasimin bir

laboratuvar calisani tarafindan yapilmasi, ELISA
testi sonucunun ise spektrofotometrik olarak veril-
mesi ELISA testinin duyarliligini arttirmaktadir. Bu
caligmada incelenen orneklerin lateks agliitinasyon
sonuglarina bakildiginda; 2 6rnekte alfa toksin, 16
ornekte epsilon toksin belirlendi. Elde edilen la-
teks agliitinasyon bulgularinin toksin nétralizasyon
ve ELISA sonuglar ile karsilastirildiginda daha az
sayidaki ornekte pozitifligi belirlemesi bakimindan
bu testin C.perfringens toksinlerinin tiplendirilme-
sinde sinirlt sonug verdigini ve ek tiplendirme me-
totlarina gereksinim oldugu sonuglart ile uyumlu
bulunmusgtur.

Bolgede yapilan enterotoksemi ¢aligmalari de-
gerlendirildiginde Kars ilinde %3,5 ile %84 arasin-
da degisen oranlarda C.perfiingens infeksiyonlari-
na rastlanirken (2,3,8), Elaz1g ilinde %31 ile %50
arasinda infeksiyona rastlanilmistir (7,19). Toksin
tiplendirilmesi degerlendirildiginde Kars ilinde tip
A %18-47 arasinda, tip B %9-30, tip C %4-69, tip
D %9-39 arasinda bildirilirken, tip E ise belirlene-
memistir. Elaz1g ilinde C.perfringens toksin tipleri
degerlendirildiginde tip A %13-95, tip C %15-31,
tip D %5-54 oranlarinda bildirilirken tip B ve tip E
bildirimi yapilmamustir.

Bu calisma sonuglar1 orneklerdeki C. perf-
ringens pozitifligi lizerinden degerlendirildiginde
Kars ilindeki pozitif sonuglar ile uyumlu, Elaz1g
ilinde yapilan c¢alismalardan yiiksek bulunmustur.
Tiplendirilen toksinler yoniinden tip A bulgula-
r1 Kars ilindeki ¢aligmalar ile benzer iken, Elazig
ilinden diistiktiir. Tip B i¢in Kars ili ile uyumlu bu-
lunmus ancak Elazig ilinde tip B bulunamadigi i¢in
karsilastirilamamistir. Tip C bulgular1 Elaz1g ili ile
uyumlu bulunurken Kars ilindeki bulgulardan dii-
stik bulunmus, tip D bulgulart her iki il ile de benzer
bulunmustur. Tip E ise bu ¢alismada da belirlene-
memistir. Bu bulgu diger arastiricilarin sonuglari
ile paralel bulunmustur. Erzurum iline yakin illerde
yapilan ¢aligmalar ile bu ¢caligma bolgede enterotok-
seminin yayginligini ve toksinlerinin tip dagilimi da
ortaya koymaktadir.

Bu ¢alisma ile Erzurum ilinde %52,8 orani
ile enterotokseminin yaygin bir infeksiyon oldu-
gu belirlendi. Tiplendirme yontemleri bakimindan
ELISA metodunun, toksin nétralizasyon ve lateks
agliitinasyon metotlarina gore daha fazla ornekte
pozitiflik verdigi gortildii. ELISA sonuglarina gore
tip A’nin en yiiksek diizeyde oldugu, bunu tip C ve
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tip D’nin takip ettigi, daha az oranda da tip B’nin
bulundugu tespit edildi. Bu sonuglar diger entero-
toksemi caligsmalar ile karsilastirildiginda, entero-
toksemi vakalarinin hayvan popiilasyonu, merada
beslenme, asilamalar, cografik durum ve iklim gibi
pek ¢ok parametreden etkilendigini géstermektedir.

Elde edilen bu sonuglar ile Erzurum ilinde en-
terotoksemi kontroliinde asilamalarin kontrolli,
yaygin bir sekilde yapilmasinin ve uygulanacak agi-
larda basta tip A olmak {izere, tip C, tip D ile tip
B’nin de bulundurulmasinin gerekli oldugu diisii-
niilmektedir.
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