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Enterokoklarda Yiuksek Diuzey Aminoglikozid Direnci

Goniil Cigek-Sentiirk, Ilknur Erdem, Saim Yiiksel, Serpil Akin-Ertem, Pasa Goktas

Ozet: Enterokoklar diger bircok bakteri tiiriinde varolan viriilans faktorlerine sahip olmamalarina ragmen, cevre sartla-
rina dayanikly olmalari, ¢esitli antibiyotiklere intrensek direncli olmalari ve yeni direng gelistirme yeteneklerinden dolay: son
on yilda hastane infeksiyonlarinin ve siiperinfeksiyonlarin onemli nedenleri arasinda yer almaktadir. Son yillarda enterokok-
larda, antibiyotiklere kars: giderek artan oranda kazamlmus tipte direng gelisimi gozlenmektedir. Bu bakterilerde ozellikle
yiiksek diizey aminoglikozid direnci (YDAD) varlig1 tedavide onemli bir sorun olmaktadwr. Bu ¢calismada hastanemizde yata-
rak tedavi goren hastalarin klinik orneklerinden izole edilen 68 enterokok susunda Brain Heart Infusion Agar (Oxoid) be-
siyerinde 2000 ng/ml streptomisin ve 500 ng/ml gentamisin iceren plaklar hazirlanarak standard agar diliisyon tarama yon-
temi ile YDAD, yiiksek icerikli gentamisin diski kullanilarak disk difiizyon yontemi ile yiiksek diizey gentamisin direnci
(YDGD) arastirinugtir. Kontrol susu olarak Enterococcus faecalis ATCC 29212 kullamilmistir. Agar diliisyon tarama yonte-
mi ile bakilan YDGD ve yiiksek diizey streptomisin direnci (YDSD) sonuglarina gore, 68 enterokok susunun 24’iinde (%35.2)
YDGD, 32’sinde (%48.2) YDSD tespit edildi. E. faecalis suslarimin 12 (%28.5)’sinde YDGD, 19 (%46.3)’unda YDSD; E. fa-
ecium suglarinin 10 (% 52.6)’unda YDGD, 10 (%52.6)’unda da YDSD saptannugtir. Tiim suslarin 21 (%30.2)’inde, E. fa-
ecalis suslarinin 10 (%24.4)’unda, E. faecium suglarinin 8 (%42.1)’inde hem YDGD hem de YDSD tespit edilmigtir. Dort E.
durans sugunun birisinde YDGD ve YDSD birlikte bulunurken, digerlerinde YDAD saptanmanustir. Iki E.casseliflavus susu-
nun birisinde de hem YDGD hem de YDSD birlikte tespit edilmistir. E.avium susunda YDAD tespit edilmemistir. Ayni sonug-
lar yiiksek icerikli disk difiizyon yonteminde de saptanmigtir.

Anahtar Sozciikler: Enterokok, aminoglikozid direnci, gentamisin, streptomisin.

Summary: High-level aminoglycoside resistance among enterococci. Enterococci have not many virulence factors as most
of the other bacteria. They are able to grow and survive under harsh conditions. They have intrinsic resistance to various anti-
biotics and able to acquire new mechanisms of resistance. For these reasons, enterococci are an important cause of superinfec-
tions and nosocomial infections in recent years, and acquired type resistance to various antibiotics are being increased among
enterococci. In the treatment of enterococcal infections, especially high-level aminoglycoside resistance (HLAR) is an important
problem. In this study, 68 enterococcal strains isolated from clinical materials of hospitalized patients were included. HLAR was
investigated by using standard agar dilution screen method, and high-level gentamicin resistance (HLGR) was investigated by
using high content disk diffusion method. E. faecalis ATCC 29212 was used as a control strain. According to the agar dilution
method, HLGR and high-level streptomycin resistance (HLSR) was detected in 24 (35.2%) and 32 (48.2%) of all enterococcal
strains, respectively. In 21 (30.2%) of 68 enterococcal strains have both HLGR and HLSR. 12 (28.5%) E. faecalis strains ha-
ve HLGR, 19 (46.3%) have HLSR. 10 (52.6%) E.faecium strains have HLGR, 10 (52.6%) have HLSR. Both HLGR and HLSR
was detected in 10 (24.4%) of E faecalis strains, in 8 (42.1%) of E faecium strains, in one of 4 E.durans strains, in one of 2 E.cas-
seliflavus strains.The same results were detected with the high content disk diffusion method.

Key Words: Enterococcus, aminoglycoside resistance, gentamicin, streptomycin.

Giris

Enterokoklar son on yilda nozokomiyal bakteriyemi, cer-
rahi yara infeksiyonlar1 ve iiriner sistem infeksiyonlarinda et-
ken olarak daha fazla izole edildikleri i¢in, giderek artan oran-
da 6nem kazanmuglardir. Amerika Birlesik Devletleri (ABD)
verilerine gore, enterokoklar, nozokomiyal iiriner sistem ve
yara infeksiyonlarinda ikinci, nozokomiyal bakteriyemilerde
ise ticlincii siklikla izole edilmektedir.Yirmiye yakin tiirii ol-
masina ragmen, insanlarda en sik izole edilen tiirleri Entero-
coccus faecalis ve Enterococcus faecium’dur (1-6).

Enterokoklar, B-laktam antibiyotikler, aminoglikozidler
(diisiik diizeyde), linkozamidler, trimetoprim-siilfametoksazol

Haydarpasa Numune Hastanesi, Infeksiyon Hastaliklari ve Klinik
Mikrobiyoloji Klinigi, Haydarpasa-istanbul

gibi bazi antibiyotiklere karsi intrensek olarak direnclidirler.
Ayrica plazmidleri ve transpozonlari araciligi ile tetrasiklinlere,
makrolidlere, kloramfenikole, aminoglikozidlere (yiiksek dii-
zeyde) ve vankomisine diren¢ kazanabilirler. Nitekim 1970’11
yillarin baginda streptomisine, 1979 yilinda ise gentamisine
yiiksek diizeyde dirence sahip suslar bildirilmistir. 1983 yilin-
da enterokoklarda B-laktamaz yapimui tespit edilmis ve 1988
yilinda da vankomisine direngli enterokok (VRE) suslari ta-
nimlanmustir (7-10).

Enterokok infeksiyonlarinin tedavisinde yiiksek diizey
aminoglikozid direnci (YDAD) nin olmasi ciddi sorunlara yol
acabilmektedir. Bu nedenle bu tiir infeksiyonlarin tedavisi plan-
lanirken, YDAD nin dikkate alinmast ve bu direncin arastiril-
masi gerekmektedir. Calismamizda, hastanemizde gesitli klinik
orneklerden izole edilen enterokoklarda YDAD arastirtlmustir.
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/ Tablo 1. Disk Difiizyon Yontemi ile Agar Diliisyon Tarama Yonteminin \

Kargilastirmal Sonuclar:

%0.015 p-dimetil-aminosinna-
maldehid iceren ayiractan 1-2
damla dokiildii. PYR ’nin hidrolizi

YDGD oranlar:

ile olusan beta-naftilamin ile ayi-

Agar Diliisyon Tarama

Disk Difiizyon

racin reaksiyona girmesi sonucu,
filtre kagid1 iizerinde pembe renk

Yontemi Yontemi olusturan suglar pozitif olarak de-

Sus Sayi (%) Sayi (%) gerlendirildi. Pembe renk olustur-

mayan suslar ise negatif olarak

E faecalis (n=42) 12 (28.5) 12 (28.5) degerlendirilerek ¢aligmaya alin-
E faecium (n=19) 10 (52.6) 10 (52.6) madi.

E casseliflavus (n=2) 1 (50.0) 1 (50.0) 6. 45°C’de iireme: Tum suslara %5

E.durans (n=4) 1 (25.0) 1 (25.0) koyun kanli agara pasaj yapilarak

KE.avium (n=1) - - -

45°C’ye ayarlanmis etiivde 48 sa-
at inkiibe edildi. Bu siire sonunda

i %

Yontemler

Bu calismaya, Haziran 2001-May1s 2002 tarihleri arasinda,
Haydarpasa Numune Egitim ve Arastirma Hastanesi Mikrobi-
yoloji Laboratuvarina gonderilen, yatan hastalarin cesitli kli-
nik orneklerinden izole edilen 68 enterokok susu alindi. Bak-
teriler tiirlerine gore ayrilarak, agar diliisyon tarama yontemi
ile yiiksek diizey aminoglikozid direnci arastirildi. Ayrica yiik-
sek igerikli gentamisin diski (120 pg) kullanilarak disk difiiz-
yon yontemi ile yiiksek diizey gentamisin direnci (YDGD)
arastirilmistir. Kontrol susu olarak E. faecalis ATCC 29212
kullanilmagtir (11-13).

Laboratuvara gelen o6rneklere sirasiyla asagidaki islemler
uygulanmustir:

1. Gelen orneklerin tiimii once %5 koyun kanli agara
ekildi. Koloni morfolojisi degerlendirildi. Kiiciik, gri,
parlak, bugulu goriiniime sahip olan koloniler deger-
lendirmeye alind1.

2. %5 koyun kanli agarda iireyen siipheli kolonilere
Gram boyamast yapildi. Yapilan boyamada ikili oval
diplokoklar ya da kisa zincirli Gram-pozitif koklar de-
gerlendirmeye alindi.

3. Katalaz testi: Enterokoklar, sitokrom enzimleri olma-
dig1 icin katalaz testinde negatif reaksiyon verirler. Bu
amagla lam {izerine bir miktar bakteri koyarak {izerine
1-2 damla %3’liik hidrojen peroksid (H,0,) damlatil-
di. Hava kabarciklar1 olusturmayan suslar negatif ola-
rak degerlendirildi ve caligmaya alind1.

4. Tuz tolerans testi: Enterokok suslart %6.5’luk NaCl
iceren ortamda iirerler. Bu testi gerceklestirmek icin,
2-3 koloni bakteri %6.5 NaCl iceren beyin-kalp infiiz-
yonu buyyonu igerisine ekildi. 35°C’de 24-48 saat in-
kiibe edildi. Buyyonda iireme sonucu bulaniklik olus-
turan suglar pozitif olarak degerlendirilip ¢aligmaya
alindi. Bulaniklik olusturmayanlar ise negatif kabul
edilerek caligsma dig1 birakildi.

5. PYR testi: Enterokoklar1 ayirmaya yarayan testlerden
biride PYR testidir. Bu amagla Oxoid firmasindan ha-
zir olarak temin edilen PYR (L-pirolidonil-beta-nafti-
lamid) testi kullanildi. Test prospektiisiine uygun ola-
rak yapildi. PYR emdirilmis filtre kagidi lizerine 1-2
koloni bakteri konuldu, iizerine tampon soliisyonu
damlatildi. 5 dakika beklendi. Daha sonra {iizerine

iireyen suglar calismaya alindi.

7. Buraya kadar yapilan testlerin sonucunda caligmaya
alinan suslar Enterococcus spp. olarak adlandirildi.
Daha sonra API20 Strep (bioMérieux) kiti ile bakteri-
lerin tiir diizeyinde idantifikasyonu yapildi.

8. Agar dillisyon tarama yontemi ile YDAD’yi arastir-
mak icin beyin-kalp infiizyon agar (Oxoid) besiyerin-
de 2000 nme/ml streptomisin ve 500 nmg/ml gentamisin
iceren plaklar hazirlandi. Gentamisin siilfat tozu Bilim
ilac firmasindan, streptomisin siilfat tozu Ibrahim Et-
hem Ulagay ila¢ firmasindan temin edildi. Firmalarin
verdigi antibiyotik potensleri dikkate alinarak antibi-
yotik tozlarinin agirhig1 hesaplandi. Tartilan antibiyotik
tozlarindan NCCLS (National Committee for Clinical
Laboratory Standards) standard alinarak distile su ile
stok ¢ozelti hazirland1.

Hazirlanan agar plaklarina, 18-24 saatlik lireme
sonrasinda alinan kolonilerden hazirlanmig 0.5 McFar-
land standardindaki bakteri siispansiyonlarindan 10’ar
M damlatildi. Sonuglar 35°C’de normal atmosferde 24
saatlik inkiibasyon sonrasi degerlendirildi. Birden faz-
la koloni direngli olarak kabul edildi. YDSD i¢in plak-
lar bir 24 saatlik inkiibasyona daha birakildi. Kontrol
susu olarak E. faecalis ATCC 29212 kullanildi.

9. Disk difiizyon yontemi icin Mueller-Hinton agar (Oxo-
id) plaklart hazirlandi. Plaklara, standard Kirby-Bauer
disk difiizyon yonteminde oldugu gibi bakterilerin 0.5
McFarland ayarindaki siispansiyonundan yiizey ekimi
yapildt. 120 g gentamisin (Oxoid) igeren disk konul-
du. 18-24 saat, 35°C’de inkiibe edildi. 10 mm’den kii-
ciik zon capi olusturan kokenler yiiksek diizey direncli
olarak kabul edildi (6,11-13).

Sonuclar

Incelenen enterokoklarin 42’si E. faecalis, 19’u E. faeci-
um, 4’0 E. durans, 2’si E. casseliflavus, 1’1 de E. avium olarak
tanimlanmistir. Agar diltisyon tarama yontemi ile bakilan yiik-
sek diizey gentamisin direnci (YDGD) ve yiiksek diizey strep-
tomisin direnci (YDSD) sonuglarina gore, 68 enterokok susu-
nun 24’iinde (%35.2) YDGD, 32’sinde (%48.2) YDSD tespit
edildi. Ayrica yiiksek igerikli gentamisin diski kullanilarak
disk difiizyon yontemi ile YDGD arastirildi. Disk difiizyon
yontemi ile agar diliisyon tarama yontemi karsilastirildi, so-
nuglar Tablo 1°de yer almaktadir.
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/ Tablo 2. E. faecalis ve E. faecium suslarinda YDGD\
ve YDSD oranlari

E. faecalis E. faecium
(n=42) (%) (n=19) (%)
YDGD 12 (28.5) 10 (52.6)
KYDSD 19 46.3) 10 (52'6)j

YDAD arastirilan 42 E. faecalis susunun 12’sinde YDGD,
19’unda YDSD; 19 E. faecium susunun 10’unda YDGD,
10’unda da YDSD saptand1. Agar diliisyon yontemi ile E. fa-
ecalis ve E. faecium suglarindaki YDGD ve YDSD oranlar
Tablo 2’de verilmistir.

Tamimlanan 68 enterokok susunun 21’inde (%30.2) hem
YDGD hem de YDSD direnci saptandi. 42 E. faecalis susunun
10’unda (%?24.4), 19 E. faecium sugunun da 8’inde (%42.1) her
iki direng birlikte bulundu. Dort E. durans susundan birisinde
YDGD ve YDSD bir arada bulunurken, digerlerinde YDAD
tespit edilmedi. Iki E. casseliflavus susunun birisinde de hem
YDGD hem de YDSD saptandi. E. avium susunda YDAD sap-
tanmadi.

Irdeleme

ilk tanimlandiginda insan barsagimin zararsiz mikroorga-
nizmalari olarak diisiiniilen ve uzun yillar boyunca infeksiyon
etkeni olarak nadiren karsimiza ¢ikan enterokoklar, son on yil-
da nozokomiyal bakteriyemi, iiriner sistem infeksiyonu, yara
infeksiyonlarinda etken olarak daha sik izole edilmektedir.
Giintimiizde enterokoklar ABD verilerine gore nozokomiyal
infeksiyon etkenleri arasinda 2. sirada nozokomiyal bakteriye-
mide ise 3. sirada gosterilmektedir (3-5,14,15).

Enterokok infeksiyonlarindaki bu artigin yani sira, bu bak-
terilerde var olan coklu antibiyotik direnci de énemli bir sorun

olusturmaktadir. Klinik 6rneklerden izole edilen enterokokla-
rin in vitro diren¢ durumlarinin saptanmasi, bu tiir infeksiyon-
larin tedavisinde, uygun antibiyotigin secilmesinde 6nem tasi-
maktadir.

YDAD direnci arastirdigimiz 68 enterokok susunun
24’tinde (%35.2) YDGD, 32’sinde (%48.2) YDSD, 21’inde
(%30.8) hem YDGD hem de YDSD oldugu saptandi. Hem
gentamisine hem streptomisine direngli suslarda, streptomisin
ANT(3”’) ve gentamisin AAC(6’)-APH(2’’) aminoglikozid
modifiye edici (AME) enzimlerinin sentez edildigi diisiiniile-
bilir. YDGD olan, buna karsilik YDSD’si olmayan 3 susta ise
bu diren¢ tipinden sorumlu enzimler AAC(6’)-APH(2") ve
APH(2”’) olabilir. ANT(3"’) ve ANT(6’) enzimleri varliginda
sadece YD SD ortaya ¢ikmaktadir. Calismamizda YDGD ol-
mayan, ancak YDSD olan 11 enterokok susu tespit edilmigtir.
Her iki antibiyotige duyarliligin saptandigi 21 enterokok su-
sunda AME sentezi yapilmadi diisiiniilebilir. E. faecium sus-
larinin tamaminda kromozomal kaynakli bir asetiltransferaz
[AAC(6’)] olmakla birlikte, bu enzim kanamisin, amikasin,
netilmisin, sisomisin, isepamisin ve tobramisini modifiye et-
mektedir. Ancak YDAD olusturulamamakta, bu enzim icin
gentamisin ve streptomisin de substrat olmadigindan, bu anti-
biyotiklere yiiksek diizeyde diren¢ gelismemektedir (10) .

YDAD’nin prevalansi her gecen giin artmaktadir. Entero-
koklarda YDAD nin iilkelere ve yillara gore dagilimi incelen-
diginde, 1990 yilinda ABD’den Yagupsky ve arkadaslar1 (16),
YDGD’yi %27, YDSD’yi %32 olarak saptamislar; 1997 yilin-
da Hindistan’dan Bhat ve arkadaglari (17), YDGD’yi %10,
YDSD’yi %12 oraninda bildirmislerdir. Ayni sekilde Chiew
ve arkadaslar1 (18) tarafindan 1992 yilinda Japonya’da yapilan
bir calismada YDGD %43, YDSD %38 olarak bildirilmistir;
Udo ve arkadaglari (19) tarafindan 2002 yilinda Kuveyt’te ya-
pilan bir ¢alismada enterokoklarda YDGD %15.9, YDSD %33
olarak bildirilmistir. Ulkelere ve yillara gore enterokoklarda
YDAD sonuglar1 Tablo 3’te ayrintili olarak verilmistir.

/Tablo 3. Ulkelere ve Yillara Gore Enterokoklarda YDAD

~

Aragtirmacilar(Kaynak) Ulke Yil Say1 YDGD (%) YDSD (%)
Yagupsky et al. (16) ABD 1990 62 27 (32)
Bryce et al. (20) Kanada 1991 140 (12) *
Nicostri et al. (21) Italya 1992 75 (28) 57
Chiew et al. (18) Japonya 1992 250 43) (38)
Chiew et al. (22) Singapur 1992 225 (22) (38)
Toreci ve Ongen (23) Tiirkiye 1993 100 (11) (15)
Karabiber ve Karahan (24) Tiirkiye 1995 100 (25) 41)
Bhat ez al. (17) Hindistan 1997 421 (10) (12)
Cnar et al. (25) Tiirkiye 1999 111 (50.5) 41.4)
Hsieh (26) Tayvan 2000 96 52) 50)
Akalin (27) Tiirkiye 2000 200 (32) *
Miskeen ve Deodhar (28) Yunanistan 2002 147 (36.9) 33)
Udo et al. (19) Kuveyt 2002 195 (15.9) 21
Erbek et al. (29) Tiirkiye 2002 264 ©) (12.5)
Caylan et al. (30) Tiirkiye 2002 95 (52) “41)
Bu calisma Tiirkiye 2002 68 (35.2) (48.2)

K*Ca11§1lmam1§
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Gablo 4. E. faecalis ve E. faecium suslarinda YDAD ) Sonug olarak. ent‘erokoklar ile
olusan nozokomiyal infeksiyonla-

E. faecalis E. faecium rin siklif1 giderek artmakta ve bu

bakteriler aminoglikozid grubu

Arastirmacilar (Kaynak) YDGD (%) YDSD (%) YDGD (%) YDSD (%) antibiyotiklere kars1 giderek artan
Bhat ez al. (17) 8.2 8.7 33 4 or.an(.ia direnc geli.§tinn§ktedirler.
Papaparaskevos et al. (31) 22 40 0 33 Ciddi (.an.tero.kok 1nf.ek.s1.y0nlar1n—
Barisic ef al. (32) 37 52 76.2 76.2 da_antibiyotik tedavisinin basari-
Akgiil ef al. (33) 62 20 63 0 L, .hucre quarm} etkl}eye.rl bir an-
Cmewal GO 83 0@ iy Lo sl fon
yonunu -

Bu caligma 285 46.3 526 526 sid etkisine baghdir. Enterokok
K*Cahglmam@ / infeksiyonlarinin tedavisinde YD

2000 yilinda Akalin (27), hastanemiz mikrobiyoloji labo-
ratuvarindan izole edilen 200 enterokok susunda YDGD’yi
%32 oraninda saptamistir. Bizim calismamizda ise YDGD
%35 oraninda saptanmustir. Farkli ¢aligsmalarda saptanan ente-
rokoklardaki YDAD sonuglar1 Tablo 4’te verilmistir.

YDAD E. faecium suslarinda daha fazla goriilmektedir.
Fakat bazi calismalarda E. faecium tiirlerinde YDGD veya
YDSD saptanmamuistir. YDSD saptanmayan E. faecium susla-
rinda streptomisin ANT(3’’) ve ANT(6’) AME enzimlerinin
olmamasi;; YDGD saptanamayan E. faecium susglarinda ise
gentamisin AAC(6°)-APH(2’’) bifonksiyonel enziminin ve
APH(2’) enziminin olmayist ile agiklanabilir.

YDAD’ye hastanede yatan hastalarin klinik 6rneklerinden
izole edilen enterokoklarda daha fazla oranda rastlanmaktadir.
Ciinkii hastanede yatan hastalarda bir veya daha fazla antibiyo-
tik kombine edilmekte, bu da enterokoklarin yatan hastalarin
gastrointestinal sisteminde kolonize olmalarina yol acabilmek-
tedir (16). Barisic ve arkadaglar1 (32)'nin yaptiklar1 bir ¢alig-
mada, hastanede yatan hastalarin klinik 6rneklerinden izole
edilen enterokoklarda YDGD %37 olarak hesaplanirken, ayak-
ta takip edilen hastalarin klinik 6rneklerinden izole edilen en-
terokoklarda ise bu oran %11 olarak saptanmustir. Ulkemizde
Ozkuyumcu ve arkadaglar1 (35), 372 yatan hastanin 264’iiniin
rektal siiriintii 6rneklerinde enterokok kolonizasyonu sapta-
miglar, %11 oranindada YDAD tespit etmiglerdir. Cinar ve
arkadaslar1 (25) da hastane infeksiyon etkeni olarak izole edi-
len enterokoklarda gentamisin direncini %50.5, streptomisin
direncini %41.4 oraninda tespit etmislerdir. Bizim c¢aligma-
mizda da hastanemizde yatarak tedavi goren hastalarin klinik
orneklerinden izole edilen enterokok suslarinda YDGD
%35.2, YDSD %48.2 oranlarinda tespit edilmistir.

Calismamizda tiim suglarda YDGD yiiksek icerikli disk di-
fiizyon yontemi ile de aragtirildi. Yiiksek icerikli disk difiizyon
yontemi standard agar tarama yontemi ile %100 uyumlu idi.
Kuzucu ve arkadaslari (34)’nin 138 enterokok susunda YDAD
saptamak icin yiiksek icerikli disk difiizyon yontemi ile buyyon-
da mikrodiliisyon tarama yontemi kullandiklar1 bir ¢aligmada,
her iki yontem arasinda %100 uyumluluk saptanmigtir. Chiew
ve arkadaslar1 (22), yiiksek icerikli disk difiizyon, agar diliisyon
tarama ve buyyonda mikrodiliisyon tarama yontemlerinin {i¢ii-
nii kullanarak enterokoklarda YDAD arastirmiglar, sonucta agar
diliisyon tarama yontemi ile yiiksek icerikli disk difiizyon yon-
temi arasinda %100 bir uyumluluk tespit etmiglerdir.

AD’nin olmasi ciddi sorunlara yol
acabilmektedir. Bu nedenle bu tiir
infeksiyonlarin tedavisi planlanirken, YDAD nin dikkate alin-
mast1 ve bu direncin aragtirilmasi gerekmektedir.
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