Ankara Univ Vet Fak Derg, 64, 199-203, 2017
DOI: 10.1501/Vetfak 0000002799

Kedilerde toksoplazmoz tanisinda seroloji, sitoloji ve polimeraz zincir
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Ozet: Toksoplazmozis, Toxoplasma gondii tarafindan meydana getirilen, ¢cok sayida memeli ve kanathi hayvanda goriilen,
protozoer bir enfeksiyondur. Bu calismada; klinik belirti gésteren ya da 7. gondii seropozitif bulunan kedilerde uygulanabilecek
bronkoalveolar lavaj ve PZR tan1 yontemlerinin gegerliligi sorgulanarak, tanisal 6nemleri aragtirildi. Ayrica, seropozitif bulunan kediler
arasinda sistemik toksoplazmozis goriilme siklig1 ile diskida ookist varligt muayene edildi. Caligma materyalini, 102 kediden alinan
kan, uygun olgularda ise bronkoalveolar lavaj, deri ve karaciger biyopsileri olusturdu. Bu kapsamda, kan serumlarinda Sabin-Feldman
boya testi ile 7. gondii seropozitif bulunan kediler segilerek; anestezi altinda endotrakeyal kateter yardimiyla bronkoalveolar lavaj
orneginde sitolojik muayene yapildi. PZR analizinde ise 7. gondii B1 geni spesifik primerler ile konvansiyonel-PZR prosediirleri
uygulandi. Calismada incelenen kedilerde 7. gondii seroprevalansi 49/102 (%48.03) olarak belirlendi. Anti-Toxoplasma gondii antikor
titreleri agisindan incelendiginde; bunlardan %40.19 unun (41/102) 1/16, %7.84’tiniin (8/102) ise 1/64 titrede oldugu ortaya konuldu.
Sonug olarak, seroprevalans %48.03 olmasina ragmen sistemik toksoplazmozis oraninin (49 seropozitif kediden biri, %0.98) olduk¢a
diisiik gergeklestigi belirlendi.

Anabhtar sozciikler: Epidemiyoloji, kedi, tani, toksoplazmoz.

Investigation of the diagnostic value of serology, cytology and polymerase chain reaction in cat
toxoplasmosis

Summary: Toxoplasmosis is an infectious disease affecting most of the mammalian and aviary animals caused by Toxoplasma
gondii. In this study, diagnostic values of bronchoalveolar lavage, biopsy and PCR and their practical implementation ways were
questioned. The results of the each test were evaluated. Additionally, incidence of toxoplasmosis among seropositive cats were
investigated by 7. gondii and oocyst shedding screened in the stool samples, as well. The material of the study was constituted by
blood, stool and bronchoalveoloar lavage samples taken from totally 102 cats. Bronchoalveolar lavage samples were evaluated for
cytologic examination. In PCR analysis, 7. gondii B1 primary sets were used and conventional-PCR procedure was applied. Antibodies
to T. gondii were found in 49 (48,03%) of 102, with titers of 1/16 in 41 (40,19%), 1/64 in 8 (7,84%) cats. Only one cat exhibited
systemic toxoplasmosis. In conclusion, although the seroprevalance was 48.03%, systemic toxoplasmosis rate was found 0.98% (1/49)
with a lower percentage.

Keywords: Cat, diagnosis, epidemiology, toxoplasmosis.

Giris

Toxoplasma gondii diinyada yaygin olarak goriilen,
insan dahil tiim sicak kanli hayvanlari ara konak olarak
kullanan Apicomplexa anacinda protozoon bir parazittir.
Ulkemizde gerceklestirilen galismalar ev ve sokak kedi-
lerinde toksoplazmoz prevalansinin géz ardi edileme-
yecek diizeyde yiiksek oldugunu gostermektedir (2, 3, 4,
27).

Toksoplazmoziste baglica horizontal bulagma
kaynagi kedilerdir (6, 7, 12, 17, 24). Kedilerin T.
gondii’nin yagam ¢emberinde hem ara konak, hem de son
konak olmasi nedeniyle, diger hayvan tiirlerine gore daha
onemli bir rolii vardir (10, 11, 12). Enfekte kedilerin
diskilarinda yalnizca 1-3 hafta siireyle ookist gdzlenir ve
bu siire igerisinde 300 bin ile 100 milyon ookist disartya
atilabilir (8, 16). Enfeksiyona yakalanan kediler koti
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beslenme, Isospora felis enfeksiyonu ya da kortikosteroid
uygulanmasi halinde nadiren tekrar ookist yayarlar (12).

Toksoplazmozis hayvanlarda genellikle latent en-
feksiyonlar seklinde klinik belirti gdstermeden seyreder;
semptomatik enfeksiyonlar ise daha az siklikta gozlenir
(3). Klinik bulgular, doku nekrozunun yogunlugu,
etkilenen organlar ve hayvanin yasma bagli olarak
farklilik gosterir (24). Akut toksoplazmozisli hayvanlarda
durgunluk, istahsizlik, viicut isisinda yiikselme, ishal,
kusma ve solunum giigliigii gibi karakteristik olmayan
bulgular ortaya ¢ikabilir (3, 5). Santral sinir sisteminin
etkilendigi durumlarda, asir1 hassasiyet, ataksi ve tremor-
lar ile kendi etrafinda dénme, kuyruk ve bacak 1sirma gibi
sinirsel belirtiler sekillenebilir. Myelitis ve radikdilitise
bagl olarak, on ya da arka bacak paralizleri ve refleks
kayiplart olusabilir (1). Akciger lezyonlarina bagli burun
ve agizda kanli ve kopiiklii igerik, abdominal solunum,
sklera ve konjunktivada siyanoz goriiliir (5, 21).

Toksoplazmozisin tanisi, serolojik ve patolojik ince-
lemeler ile deney hayvani inokiilasyonu ya da bunlarin bir-
kaginin birlikte degerlendirilmesiyle yapilir. Hayvanlarda,
siklikla Sabin Feldman boya testi ve ticari [FA testleri ile
yalniz anti-toxoplazma antikorlarinin titresi tespit edilebil-
mekte, bu testler ile hastalig1 daha 6nceden gegiren hay-
vanlarda da pozitif sonu¢ alindigindan, 6zellikle akut
enfeksiyonlarin tanisinda IgM antikorlarini ortaya koyabi-
len testlerin kullanilabilmesi 6nem tasimaktadir (14, 27,
29). Ayrica, yine insanlarda bronkoalveolar lavaj (BAL)
ve sonrasinda yapilan sitolojik muayenelerde 7. gondii
takizoitlerinin gosterilmesi solunum sistemi bulgulari gos-
teren bireylerde olduk¢a kullanislt bir tanit yontemidir
(15). Kediler icin Toxoplasma seropozitifligi ne kadar
yiiksek titrede olursa olsun, ne gaitada ookist varligi ne de
klinik hastalikla dogrudan iliskilendirilemedigi igin rutin
kullanimda gegersiz bir test konumundadir ve yukarida
anlatilan insanlarda kullanilan IgG/IgM ayrimi, BAL,
sitoloji ve biyopsi incelemelerine artan diizeyde ihtiyag
duyulmaktadir (22).

Bu ¢alismada, kedilerde toksoplazmozisin tanisinda
bronkoalveolar lavaj, deri ve karaciger biyopsilerinde
histopatoloji, immunoperoksidaz test ve polimeraz zincir
reaksiyonunun tani amaciyla pratikte kullanilabilirligi
sorgulanmistir. Ayrica, c¢alisma kapsaminda incelenen
seropozitif kedilerde klinik toksoplazmozis ve gaitada
ookist goriilme siklig1 incelenmistir.

Materyal ve Metot

Calismada, Kirikkale Universitesi Veteriner Fakiil-
tesi klinikleri ile Kirikkale ve Ankara illerinde serbest ve-
teriner kliniklerine muayene amaciyla getirilen 2 ay-12
yas arasinda 56°s1 disi ve 46’s1 erkek toplam 102 kedi in-
celendi. Calisma materyali, alinan kan ve sonrasinda 7.
gondii seropozitif bulunan kedilerden alinan gayta ve
bronkoalveolar lavaj 6rneklerinden olustu.

Sabin Feldman testi ile 7. gondii seropozitif bulunan
49 adet kediden (%48) 10’undan bronkoalveolar lavaj ii¢
kedinin, sag inguinal bdlgesinden deri biyopsisi alindi.
Her bir seropozitif kediden alinan gaita drnekleri flotasyon
yontemiyle incelenerek 7. gondii ookistleri yoniinden mu-
ayene edildi. (24.06.2008 tarihli Kirikkale Universitesi
Hayvan Deneyleri Etik Kurul toplantisi, 08/29/39 no’lu
karar1)

Sabin Feldman boya testi: Kedilerden alinan kan se-
rumu Orneklerinde 7. gondii antikorlar1 Sabin-Feldman
boya testi kullanilarak, Ankara Refik Saydam Hifzissihha
Merkez Baskanligi Salgin Hastaliklar Aragtirma Miidiir-
liigh Parazitoloji Laboratuvarinda yapildi (3).

Bronkoalveolar lavaj ve sitolojik muayene: Kediler
anestezi altina alindiktan sonra steril endotrakeyal tiip uy-
gulandu. Icerisine steril 6-8 gauge idrar kateteri dikkatli bir
sekilde ilerletilerek bifurkasyon noktasina uzandiginda,
icerisinden 5 ml steril FTS verilerek yikand1 ve yikama si-
vis1 enjektor yardimiyla geri alindi. Bronkoalveolar lavaj
uygulamasi sirasinda dksiirme ile ¢ikarilan mukus ve bal-
gam da incelemeye dahil edildi. Alinan lavaj stvisinin mu-
kuslu bir iki damlasi lam {izerine yayilarak Difquick ile
boyandi, dokiintii epitel, yangi hiicreleri, mikroorganizma
ve takizoitlerin varlig1 yoniinden mikroskop altinda ince-
lendi.

T. gondii spesifik polimeraz zincir reaksiyonu. Sero-
pozitif kedilerin tam kan ve dokudan, alinan 30 pg agirh-
ginda ornekler mikrosantrifiij tiipine konuldu ve ticari
DNA izolasyon kit protokoliine goére izolasyon yapildi
(DNA extraction kit, QIAGEN Inc., Valencia, CA.) T.
gondii DNA’s1 pozitif kontrolii olarak daha 6nce ME49
susu ile enfekte fare beyninden elde edilen DNA kulla-
nildi. Elde edilen DNA’lardaki 7. gondii varligin1 Nested
PZR ile tespit etmek icin 7. gondii B1 genine (GenBank
no. AF179871) spesifik 2 ¢ift forward ve reverse primer
kullanildi. Reaksiyonlar, toplam 25ul (dH20, 10X PZR
Buffer, 1.5ul MgCl2, 0.5ul 10mM dNTP, 0.5ul forward
primer, 0.5ul reverse primer, TagDNA polimeraz) olacak
sekilde hazirlandi. Ilk reaksiyonda, 5’-TCAAGCAGCG-
TATTGTCGAG-3’ (Oligol forward 20nt), Oligo 2
reverse (5’-CCGCAGCGACTTCTATCTCT-3") primerler
ile 287 bplik bolge yiikseltgendi. ikinci reaksiyonda ise,
N1 forward (5’-GGAACTGCATCCGTTCATGAG-3’
21nt), Cl reverse (5’-TCTTTAAAGCGTTCGTGGTC-3’
20 nt) primerleri ile de 197 bplik bolge yiikseltgendi. Elde
edilen PZR {irlinii %2 lik hazirlanan agaroz jelde yiiriitii-
lerek goriintiilendi.

Bulgular
Klinik bulgular: Calismanin yiriitildiig kedilerde
hemopurulent burun akintist (n=1), gingivitis (n=2), cali-
civirus enfeksiyonu (n=1), kedi immun yetmezlik virusu
(FIV) (n=1), herpesvirus enfeksiyonu (n=1) ve feline en-
feksiyoz peritonitis (FIP) (n=1), hemorajik enteritis (n=1)
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ve isospora enfeksiyonu (n=1) tespit edildi. 7. gondii se-
ropozitif olmasina ragmen 41 kedi klinik olarak saglik-
liydi.

Tablo 1. Caligmaya alinan seropozitif ve negatif kedilerin irklara
gore dagilimi.
Table 1.The distribution of the breeds of seropositive and
negative cats.

Siyam | Van | Ankara | Persian | Melez
n=102 9 1 1 4 87
Pozitif n=49 2 1 0 4 42

T. gondii seroprevalansi: Caligmada incelenen kedi-
lerde 7. gondii seroprevalansi 49/102 (%48.03) olarak be-
lirlendi. Kedi wrklarina goére smiflandirildiginda ise serop-
revalans melez irklarda (87/42) %48.27, saf rklarda ise
(15/7) %46.66 bulundu (Tablo 1). Anti-Toxoplasma gon-
dii antikor titreleri a¢isindan incelendiginde; bunlardan
%40.19’unun (41/102) 1/16, %7.84’tinlin (8/102) ise 1/64
titrede oldugu ortaya konuldu. Seropozitif kedilerden
%23.52’1 erkek (24/102), %24.50’si ise disi (25/102) cin-
siyete aitti. Calismaya dahil edilen tiim kedilerin cinsiyet-
lerine gore bakildiginda ise; %45.10 (46/102) erkek,

%354.90 (56/102) disi kediden olugan dengeli bir dagilima
sahip oldugu gosterildi (Tablo 2).

Tablo 2. Calismaya alinan seropozitif ve negatif kedilerin
cinsiyet dagilimlari.

Table 2. The distribution of the sexs of seropositive and negative
cats.

Negatif Vi /16 | 1/64
Disi ( n= 56) 31 - 20 5
Erkek (n=48) 22 - 21 3

Incelenen ve seropozitif bulunan kedilerin yas dagi-
limu ise; 0-6 ay; 15/31 (%48.39), 7-11 ay 4/10 (%40), 1-4
yas 20/42 (%47.61), 5-8 yas 8/15/ (%53.33), 9-12 yas 2/4
%50 olarak ortaya konuldu (Tablo 3).

Bronkoalveolar lavaj-sitoloji sonug¢lari: Yapilan
bronkoalveolar lavaj sitolojilerinde toksoplazmozu isaret
eden herhangi bir serbest ya da intrasitoplazmik olusuma
rastlanmadi.

PZR sonuglari: Incelenen seropozitif kedilerin
4’iinde %8.16 (4/49) Nested PZR ile pozitif sonug alindi
(Sekil 1).

Tablo 3. Caligmaya alinan kedilerin ve seropozitif olanlarin yas dagilimi.
Table 3. The distribution of the ages of seropositive and negative cats.

Yas 1 2 3 4 5 6 7 8 9 11 12
n=61 10 10 12 10 8 3 2 2 1 2

Pozitif n=30 5 5 5 5 5 1 1 1 1 1

Ay 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

n=41 6 9 6 6 5 1 2 1 1

Pozitif n=19 4 6 2 3 1 1 1 1

Sekil 1. Agaroz jel elektroforez goriintiisii. 197 bp hizasindaki bandlar T"gondii B1 geni spesifik yiikseltgenme bolgelerini gostermek-
tedir. Yollar sirastyla; 100 bp DNA ladder, negatif Kontrol, pozitif kontrol (2 ve 3 yollar). Fotografta 1-10 ile isaretlenen yollar test
edilen kedilere aittir ve 1,3,4,7 ve 9 numarali 6rneklerde T. gondii spesifik DNA yiikseltgenmistir.

Figure 1. Agarose gel electrophoresis. The DNA bands that are localized at 197 bp level, are indicating the amplified T. gondii B1 gene
specific DNA. The lanes are showing respectively; 100 bp DNA, negative control, positive control (2 and 3 lanes). The lanes labelled
thorough 1 to 10 are belong to tested cat samples and 7. gondii specific DNA in 1,3,4,7 and 9 have been amplified.
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Tartisma ve Sonuc¢

Diinyada 500 milyona yakin insanin 7. gondii ile en-
fekte oldugu disiiniilmektedir (9). T. gondii, insan dahil
bir ¢ok memeli hayvan tiirii ile kanatlilardan olusan ¢ok
genis bir ara konakg1 yelpazesine sahiptir (7, 8, 16, 23). Bu
nedenle toksoplazmozun onlenmesine yonelik stratejile-
rin, etkenin yasam siklusunda yer alan tiim konaklar1 ige-
risine alacak sekilde siirdiiriilmesi gerekmektedir. Kediler,
bu siklus icerisinde ¢ok dnemli bir noktada yer alir ve et-
kenin ookistleri ile ¢evrenin kontaminasyonunda anahtar
konumundadir. Buna ragmen, dogal kosullarda kedilerin
hayatlarinin hangi doneminde 7. gondii ile karsilastiklar
ve etkeni yaydiklar1 heniiz tam olarak aydinlatilamamustir.
Ornegin, Tiirkiye’de kedilerde seropozitifligin ortaya ko-
nuldugu arastirmalar bulunmakla birlikte, bu kedilerin
toksoplazmoz bulasmasinda hangi oranda risk tasidiklar
soylenememektedir (2, 27). Evde kedi beslemenin son za-
manlarda arttig1 lilkemizde, hayvan sahiplerinin de risk al-
tinda oldugu gdz 6niinde bulundurulursa, kliniklere ve ve-
teriner fakiiltelerine getirilen kedilerin toksoplazmoz y6-
niinden taranmasi ve diizenli kayitlarinin ¢ikarilmasi, in-
sanlara kedilerden hangi oranda 7. gondii bulastirildigimnin
anlagilabilmesi agisindan Onemlidir. Kedilerde oliimciil
toksoplazmoz ilk defa Olafson ve Monlux (25) tarafindan
1942 yilinda tanimlanmistir. Henriksen ve ark. (20) 155
kedinin postmortem incelemelerinde 5 tanesine Sliimciil
toksoplazmoz tanist koymuslardir. Tirkiye’de ise kedi-
lerde 6liimciil sistemik toksoplazmoz olgulari ilk kez, Ha-
ziroglu ve ark. (17) tarafindan rapor edilmis sonrasinda ise
elektron mikroskobik analizleri ve immunoperoksidaz
yontemle etiyolojik tanist rapor edilmistir (18, 19). Bron-
koalveolar lavaj 6rneklerinde herhangi bir 7. gondii ben-
zeri etkene rastlanmamasi, genel olarak ilk 6 aylik donem-
deki yiiksek seropozitiviteye sahip yavrularda BAL uygu-
lamasindaki giicliikler ile aciklanabilir. Ciinkii bu kedi
yavrularinda uygulanan, 2-3 ml intratrakeyal yikama s1visi
asfeksi ile sonuglanabilmekte ve istenilen kalitede sitolo-
jik materyal toplanamayabilmektedir. Yine, BAL i¢in de-
zavantaj olusturan bir diger neden de, kedilerin uygulama
sirasinda asir1 tepki vermeleri ve yikama sivinin geri ce-
kilmesindeki zorluklardir (15). Anestezi durumunda ise
solunum ve ekspresyon yavasladigindan BAL eldesi icin
avantaj saglamamaktadir.

Gebe kedilerde transplasental yolla 7. gondii takizo-
itlerinin yavruya aktarildigi konjenital enfeksiyonlarda,
abort, 6lii dogum ve yasama sansi diisiik yavru dogumuyla
karsilasilir (10). Buna ragmen, gebelikten 6nce seropozitif
annelerdeki maternal antikorlarin, gebelik siiresince kon-
genital enfeksiyonlarin olusmasini 6nleyebilecegi ve sero-
negatif anne adaylarinin daha yiiksek abort riski tagidiklari
bilinmektedir (14, 16). Cok az miktarlardaki 7. gondii
DNA yapisini bile ortaya koyabilen, polimeraz zincir re-
aksiyonu (PZR) gibi molekiiler teknikler tan1 i¢in oldukga

spesifik yontemlerdir (26). PZR i¢in en uygun doku 6rnek-
leri akciger, karaciger, plasenta, beyin ve akut enfekte
hayvanlarda tam kan 6rnekleridir.

Bu calismada elde edilen bilgiler, Kirikkale ve An-
kara illerinde veteriner kliniklerine ulastirilan kediler ara-
sinda toksoplazmozun olduk¢a yaygin oldugunu goster-
mektedir. Incelenen 102 kedinin 49’unda seropozitif
bulgular tanimlanmis ve bunlardan 8’inde 1/64 titrede
seropozitiflik ortaya konulmustur. Kedilerde gosterilen
% 48.03 seropozitiflik kedilerin hayatlarinin bir done-
minde etkenle karsilagtiklarint géstermektedir. Bu durum,
enfeksiyonu atlatan ve hatta hicbir klinik belirti gdster-
meksizin etkeni aldiktan sonra immun sistemi aktive ola-
rak antikor lireten kedilerde de goriilebilmektedir. Dolayi-
styla, yalniz seropozitiviteye bakilarak bu kedilerin tok-
soplazmozlu olduklarint ve enfeksiyonun yayilmasinda
rolleri olabilecegini sdylemek olduk¢a zordur. Bu calis-
mada; seropozitif saptandiktan sonra takip edilen kediler-
den 3l 6lmiis ve nekropsi yapilmistir. Bunlardan ise bir
kedide sistemik toksoplazmoz bulgulari ortaya konulmus-
tur. Sonug olarak, toksoplazmoz seroprevalansi %48.03
kadar yiiksek olmasina ragmen, bu olgular igerisinde
6liimle sonuglanan sistemik toksoplazmozis yalniz bir ke-
dide ortaya konulmustur (1/49, %0.98). Bu durum, kedi-
lerin genellikle son konak olarak yer aldig1 7. gondii en-
feksiyonlar1 hakkindaki genel bilgi ile uyumludur (4, 10).
Ciinkii kediler, genelde son konak olarak, etkenin asemp-
tomatik seyreden bagirsak formunu gecirirler ve yalniz
immun sistemin baskilandig1 durumlarda parazit nadiren
diger organlara yayilarak kedilerde 6liimciil form sekillen-
mektedir (7, 28).

Bu ¢aligma sonuclarina bakildiginda seroprevalans
acisindan, 0-6 ay, 1-4 yas ve 4-8 yas arasinda daha yiiksek
bir seropozitiflik oram1 bulundugu dikkat ¢ekmektedir.
Kediler toksoplazmozla daha ¢ok hayatlarinin ilk 2-3 ay-
larinda karsilasmakta ve kisa siireli bir enfeksiyon periyo-
dundan sonra hayatlar1 boyunca seropozitif olarak kalabil-
mektedirler. Bu ¢ikarim geregi, 0-6 aylik kedilerde sero-
pozitivitenin yiiksek bulunmasi dogal olarak kargilan-
makla birlikte, caligmada gerceklestirilen Sabin Feldman
boya testi ile akut (IgM) ve kronik (IgG) enfeksiyonlarin
ayrim1 miimkiin olmamaktadir. Benzer sekilde, Ig Avidite
testlerinin yapilmasi ile halen gegirilmekte olan ve daha
onceden yasanmis toksoplazmoz olgularinin ayrimi miim-
kiin olabilecektir (29). Diger taraftan, dort kedide PZR
pozitif sonu¢ alinmasi, bu kedilerde akut toksoplazmozis
bulundugu yoniinde degerlendirilmistir.

Bu ¢aligmada, incelenen diski 6rneklerinde 7. gondii
ookistlerine rastlanmadi. Dolayistyla bu kedilerin incelen-
dikleri anda ¢evre kontaminasyonu agisindan risk tagima-
diklar1 sdylenebilir. Kediler intestinal formda, 2-4 hafta
siireyle ookist sagmakta ve bu donemde yaklasik 2 km?’lik
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bir alan1 kontamine edebilmektedirler (14). Calismaya da-
hil edilen kedilerin genellikle sahipli ve korunma altinda
olmalari, erken yaslarinda yogun enfeksiyon etkenleri ile
karsilasma olasiliklarin1 azaltmig olabilir. Bununla bir-
likte, kan 6rnegi alindig1 anda oldukga kisa siiren ookist
sacitliminin sonlanmis olabilecegi de diisiiniilmektedir
(13). Incelenen diski 6rneklerinde, Isospora sp. ve S. felis
ookistleri gdozlenmistir. Seropozitif kedilerden birisinde
tespit edilen pyograniilomat6z deri lezyonlart ve T. gondii
takizoit agamalari ev ortaminda yakin temas halinde insan-
lar i¢in dogrudan temas ile bulagma riski tasiyacag: diisii-
niilmektedir.
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