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Amag: Giinlimlizde bir¢ok arastirici direngli bakteri sorununun Ustesinden gelmek amaciyla
antimikrobiyal aktiviteye sahip bitki kaynakli etken maddeler izerine ¢alismaktadir. Bu
calismada kolistin direngli Acinetobacter baumannii suslarina karsi karvakrol ile kolistin
kombinasyonunun aktivitesi degerlendirilmistir.

Yontem: Sekiz adet A. baumannii susu (zerine karvakrol ve kolistinin antimikrobiyal
aktivitelerini saptamak amaciyla sivi mikrodiliisyon testi yapilarak Minimum inhibisyon
Konsantrasyonlari belirlenmistir. Kolistin ve karvakroliin kombinasyon aktiviteleri ise Dama
Tahtasi (Checkerboard) Sinerji Testi ile ¢alisiimistir.

Bulgular: Calismada, test edilen sekiz adet A. baumannii susuna karsi karvakroliin
antimikrobiyal aktivitesi 64-128 ug/ml MiK degerleri aralidinda saptanmstir. Kolistin ve
karvakroliin kombinasyon aktivitesi sonucunda ise sekiz susun besinde sinerjistik etki
saptanmustir. iki susta 0.5, diger iki susta 0.375 ve bir susta ise 0.25 FiKi degerleri elde
edilmistir. Diger ii¢ A. baumannii susunda ise 1, 0.625 ve 0.53 FiKi dederleri ile aditif etki
tespit edilmistir.

Tartisma: Elde ettigimiz sonuglara gére, karvakrol A. baumannii suslarina karsi antibakteriyel
aktivite gostermistir. Kolistin ile kombin edildiginde sekiz susun besinde sinerjistik etki
tgiinde ise aditif etki saptanmistir. Yani karvakrol kolistinin antibakteriyel aktivitesinde
artisa neden olarak kolistin direncinin diismesini saglamistir.

Anahtar kelimeler: Acinetobacter baumannii, karvakrol, kolistin
ABSTRACT

Objective: Today, plant-based active agents with antimicrobial activity are being investigated
by many researchers to overcome the problem of resistant bacteria. In this study, the
activity of carvacrol and colistin combination against colistin- resistant Acinetobacter
baumannii strains were evaluated.

Method: In order to determine the antimicrobial activity of carvacrol and colistin against
eight A. baumannii strains, the minimum inhibitory concentrations (MIC) were determined
by broth microdilution method. Combined activities of colistin and carvacrol were studied
with Checkerboard Synergy Test.

Results: In the study, the antimicrobial activity of carvacrol against eight A. baumannii
strains tested was determined within the range of MIC values of 64-128 ug/ml. As a result
of the combined activity of colistin and carvacrol, the synergistic effect was found in five of
eight strains. The FICI values were 0.5 for two strains, 0.375 for the other two strains and
0.25 for one. Additive effects, and FICI values of 1, 0.625 and 0.53, were obtained in the
other three A. baumannii strains.

Conclusion: According to our results, carvacrol showed antibacterial activity against A. baumannii
strains. When combined with colistin, the synergistic effect was determined in five of the
eight strains and the additive effect was found in the remaining three. In other words,
carvacrol caused a decrease in colistin resistance by increasing antibacterial activity of
colistin.

Keywords: Acinetobacter baumannii, carvacrol, colistin
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GiRiS

Acinetobacter baumannii, Moraxellaceae familyasi-
na ait Gram negatif, hareketsiz, non-fermentatif bir
bakteridir™3, ilk olarak 1911 yilinda Beijerink tarafin-
dan tanimlanmistir. O yillarda bu tirlerin ¢ogunlugu-
nu cevresel organizmalar olusturmaktaydi®?. Son
yillarda ise bu tir, diinya ¢apinda yaygin yliksek mor-
bidite ve mortalite oranlari ile iliskili nozokomiyal
salginlarin major nedeni olarak tanimlanmaktadir®,
A. baumannii Uriner sistem enfeksiyonlari, cerrahi
alan enfeksiyonlari, bakteremi, menenijit, ventilator-
iliskili pnédmoni gibi cok cesitli enfeksiyonlara sebep
olmaktadir®>®. A. baumannii bircok antimikrobiyale
karsi dogal direnglidir. Ayrica yeni antimikrobiyal
direng¢ determinantlarini da kolaylikla alabilme kapa-
sitesine sahiptirler. Bu o6zelliklerinden dolayi guni-
miizde tedavisinde kullanilan birgcok antibiyotige
karsi (B-laktamlar, florokinolonlar, tetrasiklinler ve
aminoglikozitler gibi) direng gelistirmislerdir. Coklu
direng mekanizmalarina sahip olan bu patojen diinya
capinda Coklu ilag Direncli (CID) A. baumannii olarak
rapor edilmektedir”. Avrupa ve Amerika Birlesik
Devletleri Hastalik Kontrol ve Onleme merkezlerinin
(ECDC ve CDC), saglik bakimiyla iliskili birgcok enfeksi-
yona neden olan organizmalarda ilag direncini karak-
terize etmek igin 6nerdigi tanima gore, (i¢ veya daha
fazla antibiyotik sinifinda en az bir ilaca direncli olan
suglar CiD olarak tanimlanmistir®. CiD A. baumannii
enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilacak etkili anti-
biyotiklerin sayisinin sinirli olmasi ciddi klinik prob-
lemlere neden olmaktadir®,

Kolistin, polimiksin grubundan eski bir antibiyotik
olup nefrotoksik ve norotoksik 6zelliklerinden dolayi
kullanimindan vazgegilmistir. CID gram negatif tiirle-
rin ortaya ¢ikmasi ve A. baumannii enfeksiyonlarinin
tedavisinde etkili olmasi kolistini yeniden tedavi
secenegi haline getirmistir®. Fakat tedavide kullanil-
maya baslanmasini takiben kolistine direncli ve hete-
rodirengli A. baumannii suslari rapor edilmektedir.
Bu durumda klinik tedavideki basariyi arttirmak igin
kolistin temelli kombinasyon terapileri CiD
A. baumannii enfeksiyonlarinin tedavisinde uygun
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secenek olarak uygulanmaktadir®,

Coklu ilag direncgli Gram negatif bakteri enfeksi-
yonlarinin tedavisi icin amaclanan potansiyel stra-
tejiler arasinda antibiyotiklere alternatif antimik-
robiyal etken maddelerin kesfi ya da gelistirilmesi
yer almaktadir. Ayrica dogal bir bilesik ve antibiyo-
tigin kombinasyonu ile antimikrobiyal etkinin artti-
rilmasi da diger bir strateji olarak dustnidlmek-
tedir®®. Ginimuzde antimikrobiyal 6zellikli dogal
bilesikler gerek tek basina gosterdikleri etki ile
gerekse kombinasyon terapilerindeki aktiviteleri
ile dikkat cekmektedirler®¥. Bitki ekstaktlari ve
onlarin ikinci metabolitleri (kumarinler, flavonoid-
ler ve non-flavonoid polifenoller ve terpenler gibi)
antimikrobiyal 6zellik sergileyen bilesiklerdir*?,
Fenolik monoterpen olan karvakrol, Origanum ve
Thymus gibi bitki tiirlerinin ugucu yaglarinda bulu-
nan major bilesen olup, antik ¢aglardan beri gele-
neksel tipta yaygin bir sekilde kullanilmaktadir.
Anti-inflamatuvar, antioksidant, antitimor ve
insektisidal gibi birgok biyolojik aktiviteye sahip
olan karvakrol ayni zamanda birgcok patojene karsi
cokgugliantimikrobiyal aktivite sergilemektedir®?),
Cesitli antibiyotikler ile kombinasyonlari sonucun-
da sinerjistik aktivite sergiledigi de son zamanlar-
da rapor edilmektedir®4,

Bu bilgilerden yola g¢ikarak bu ¢alismada kolistin
direncli A. baumannii susuna karsi karvakrol ile kolis-
tin kombinasyonlarinin in vitro etkileri arastirilmistir.

GEREC ve YONTEM

Bakteri suslari ve antimikrobiyal etken maddeler:
Akdeniz Universitesi Hastanesi Merkez Laboratuvari
Mikrobiyoloji bolimiinde klinik 6rneklerden izole
edilmis CID sekiz A. baumannii susu calismaya dahil
edilmistir. Suslar koyun kanli agar besiyerine (Becton
Dickinson, ABD) ekilen ve 35+2°C’de bir gece inki-
basyonu takiben treyen kolonilerden MALDITOF-MS
(Bruker Biotyper Daltonik, Almanya) yéntemi ile Gre-
tici firmanin Onerileri dogrultusunda ¢alisilarak
tanimlanmistir.
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Suslarin kolistine in vitro duyarliliklari kolistin sivi
mikrodilisyon yontemi ile belirlenmistir. Kolistin sil-
fat (C4461, Sigma Aldrich) kullanilarak, 128 ile 0.125
ug/ml konsantrasyonlar arasinda, ¢ift kat dilisyonlar
seklinde hazirlanan mikroplaklarda I1SO-standart sivi
mikrodilisyon yontemi (20776-1) uyarinca ve Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI)/The
European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing (EUCAST) onerilerine gore calisiimistir.
Sonuglar EUCAST standartlarinda belirlenen klinik
sinir degerlere gore (<2 pg/ml duyarl ve >2 ug/ml
direngli) degerlendirilmistir. Suslarin diger antibiyo-
tiklere in vitro duyarliliklari ise BD Phoenix otomatize
sistemi (Becton Dickinson, ABD) ile Uretici firmanin
Onerileri dogrultusunda c¢alisilarak belirlenmis,
sonuclar EUCAST standartlarinda belirlenen klinik
sinir degerlere gore degerlendirilmistir. Calismada,
test edilen suslar l¢ veya daha fazla antibiyotik sini-
finda en az bir ilaca direncli oldugundan CID olarak
belirlenmistir. Sekiz A. baumannii susunun antibiyo-
tiklere duyarliliklari Tablo 1’de verilmistir.

CiD olarak belirlenen sekiz A. baumannii susunda
karvakroliin Minimum inhibitér Konsantrasyon (MiK)
degerleri saptanmistir. Dama Tahtasi (Checkerboard)
Sinerji Testi ile de kolistin ve karvakroliin kombinas-
yon aktiviteleri degerlendirilmistir. Kalite kontrol
suslari olarak duyarl sus Escherichia coli ATCC 25922
ve direngli sus E. coli NCTC 13846 kullanilmistir.

Kolistin antibiyotiginin stok ¢ozeltisi (512 pg/ml) dis-
tile suda ¢ozilerek porsiyonlanip -80°C’de saklanmis-
tir. Karvakrol (W224511, Sigma-Aldrich) saf etanolde
¢ozulerek stok soltisyon (10 mg/ml) testin uygulana-
cagl zaman ginlik olarak hazirlanmigtir.

Karvakrol ve kolistinin MiK degerlerinin saptanmasi:
Karvakrol ve kolistinin MiK degerlerinin belirlenebil-
mesi icin CLSI tarafindan onerilen sivi mikrodilisyon
yontemi uygulanmistir®>1), Besiyeri olarak, katyon
eklenmis Mueller Hinton Broth (MHB, Merck KGaA,
Darmstadt, Almanya) kullanilmistir. ilk olarak, 50 pl
besiyeri 96 kuyucuklu steril mikrodillisyon plaklarinin
her bir kuyucuguna eklenmistir. Daha sonra kolistin
(512 pg/ml) veya karvakrol (512 pg/ml) solisyonla-
rindan 50 pl alinarak ilk kuyucuga konulup seri dilis-
yonlari yapilmistir. Her bir kuyucukta final bakteri
konsantrasyonu 5x10° hiicre/ml olacak sekilde ino-
kulum stispansiyonu eklenmistir. Ayrica bakteri igin
bakteri Greme kontrolii (MHB+mikroorganizma), her
mikrodilisyon plagi icin besiyeri sterilite kontrolQ
(MHB) cahsilmistir. Mikrodiliisyon plaklari 35°C’de
16-20 saat sire ile aerop kosullarda etiivde inklbe
edilmistir. Antibiyotik iceren kuyucuklardaki Greme
yogunlugu her test setinde kullanilan kontrol kuyu-
cuklarindaki (antibiyotiksiz) tGreme yogunlugu ile
kiyaslanarak MiK degerleri belirlenmistir. MiK, bakte-
rilerin mikrodilisyon kuyucuklarindaki Gremesini
tamamen inhibe eden ve ¢iplak gozle belirlenebilen

Tablo 1. Sekiz Acinetobacter baumannii susunun antibiyotiklere duyarliliklar.

i N il < 0 ©v w %
s g g g g g s g
< < < S < < S <
5] g g S 5 5] IS S
g g g g S g g g
S ] ] S S S S S
5] 3 3 3 153 5] 3 5
< < < <Q < <Q <Q <Q
< < < < < < < <
Antibiyotik
Siprofloksasin R R R R R R R R
Levofloksasin R - R - R R - -
Kolistin R R R R R R R R
Gentamisin R R R R R R R R
Amikasin R R R R R R R R
Netilmisin - - - R - - R R
Tobramisin R - R - R - - -
imipenem R R R R R R R R
Meropenem R R R R R R R R
Trimetoprim/Sulfametoksazol S R R R R R S R
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en disik antimikrobik ilag konsantrasyonudur. Her
bir deney (¢ kere yinelenmistir.

Dama Tahtasi (Checkerboard) sinerji testi: Karvakrol
ve kolistinin kombine etkisinin arastiriimasiigin Dama
tahtasi (Checkerboard) yontemi uygulanmis olup, bu
test mikrodiliisyon esasina dayanan sinerji testlerin-
den biridir. Besiyeri olarak, katyon ayarli MHB kulla-
nilmistir. Her iki farkli madde kombinasyonunun
etkinligi, her bir izolat igin 96 kuyucuklu plak Gzerin-
de test edilmistir. Konsantrasyon araligi daha 6nce
tespit edilen MiK degerlerinin iki ila dért kati (2xMIK,
4xMiK) konsantrasyondan baslayacak sekilde ayar-
lanmis olup, karvakrol icin alti ila yedi dillisyon
(1/64xMiK, 1/128xMiK), kolistin icin ise dort ila bes
dilisyon asagl konsantrasyonlara (1/16xMiK,
1/32xMiK) kadar inilmistir. Her iki maddenin stok
soltisyonlari farkli konsantrasyonlarda sulandirilarak
hazirlanmistir. Plak tizerinde her iki ilacin MiK deger-
leri dama tahtasi testi ile eszamanl olarak yine cali-
silmistir. Kuyucuklara her bir antimikrobiyal etken
maddeden 50 pl, toplamda bir kuyucukta 100 ul kon-
santrasyon olacak sekilde kombin edilerek konul-
mustur. Ayrica bir kuyucuk bakteri Greme kontrolQ,
baska bir kuyucuk da besiyeri sterilite kuyucugu ola-
rak kullanilmistir. Bakteri inokulumu ilk olarak steril
%0.9 NaCl soliisyonunda 0.5 McFarland (1x10%hiicre/
ml) standart yogunluguna goére hazirlanmis olup,
kuyucuklardaki en son bakteri konsantrasyonu 5x10°
hicre/ml olacak sekilde kuyucuklara eklenmistir.
Mikrodilisyon plaklari 35°C’de 16-20 saat sire ile
aerop kosullarda etiivde inklibe edilmistir. Her bir
deney ¢ kere belirlenmistir.

Sonuglarin yorumlanmasi igin 6nce her iki antimikro-
biyal etken maddenin ayri ayri Fraksiyonel inhibisyon
Konsantrasyonu (FiK) hesaplanmistir. Buna goére
Fika=(a maddesinin kombinasyondaki MiK degeri/a
maddesinin tek basina MiK degeri), Fikb=(b madde-
sinin kombinasyondaki MiK degeri/b maddesinin tek
basina MiK degeri) formiillerine goére FiK degerleri
bulunmus olup FiKa ile Fikb toplanarak FiK indeks
(FiKI) hesaplanmistir. Cikan degerde; FiKi < 0.5 ise
sinerjistik etki, 0.5 < FiKi < 4 ise aditif etki, FiKi > 4 ise
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antagonistik etki olarak yorumlanmistir®?),
BULGULAR

Bu calismada, karvakrolin kolistin direncli
A. baumannii suslari lizerine tek basina ve kolistin ile
kombine etkisi arastirilmistir. Calismada test edilen
sekiz adet A. baumannii susuna karsi karvakrolin
MiK degerleri 64-128 pg/ml araliginda elde edilirken,
kolistin MiK araligi ise 16-64 pg/ml olarak belirlen-
mistir. Bu degerler ile calismada kullanilan A. baumannii
suglarinin kolistin direnci dogrulanmistir. Kontrol ola-
rak kullanilan E. coli NCTC 13846 ve ATCC 25922 icin
kolistin MiK degerleri sirasiyla 4 ug/ml ve 0.5 pg/ml
olarak belirlenmis olup, bu degerler CLSI/EUCAST in
belirledigi MiK degerleri arahiginda bulunmustur.
Sekiz susa karsi antimikrobiyal etken maddelerin
aktivitesini belirlemek amach uygulanan mikrodills-
yon testi sonuglarina gére elde edilen MiK degerleri
Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 2. Kolistin direngli Acinetobacter baumannii suslarina karsi
karvakrol ve kolistinin MiK degerleri.

MK (ug/ml)
Suslar Kolistin Karvakrol
A. baumannii -1 16 64
A. baumannii -2 64 128
A. baumannii -3 32 128
A. baumannii -4 32 128
A. baumannii -5 16 128
A. baumannii -6 16 64
A. baumannii -7 32 64
A. baumannii -8 8 128
E. coli NCTC 13846 4 128
E. coli ATCC 25922 0.5 128

Karvakrol ve kolistinin kombinasyonu sonucu elde
edilen verilere gore sekiz susun besine karsi sinerjis-
tik etki, Ggline karsi ise aditif etki belirlenmistir.
Kombinasyon testinin sonuglari Tablo 3’te verilmistir.
Sinerjistik etki belirlenen suslarin ikisinde 0.5, diger
iki susta 0.375 ve bir susta ise 0.25 FiKi degerleri elde
edilmistir. Diger ¢ A. baumannii susunda ise 1,
0.625 ve 0.53 FiKi degerleri ile aditif etki belirlenmis-
tir. Antibiyotik ve karvakrol icin elde edilen MiK
degerleri kombinasyondaki MiK degerleri ile karsilas-
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Tablo 3. Kolistin direngli Acinetobacter baumannii suslarina karsi karvakrol ile kolistinin kombinasyonu sonucu elde edilen degerler.

Suslar Etken maddeler Kombinasyondaki MiK (ug/ml) FiK FiKi Sonug
A. baumannii -1 Kolistin 0.5 0.03 0.53 Aditif
Karvakrol 32 0.5
A. baumannii -2 Kolistin 8 0.125 0.25 Sinerji
Karvakrol 16 0.125
A. baumannii -3 Kolistin 4 0.125 0.375 Sinerji
Karvakrol 32 0.25
A. baumannii -4 Kolistin 8 0.25 0.5 Sineriji
Karvakrol 32 0.25
A. baumannii -5 Kolistin 4 0.25 0.5 Sinerji
Karvakrol 32 0.25
A. baumannii -6 Kolistin 2 0.125 0.625 Aditif
Karvakrol 32 0.5
A. baumannii -7 Kolistin 16 0.5 1 Aditif
Karvakrol 32 0.5
A. baumannii -8 Kolistin 2 0.25 0.375 Sinerji
Karvakrol 16 0.125

tinldiginda en az iki kat azalma saptanmustir.

TARTISMA

Direng sorununun Ustesinden gelebilmek igin 6neri-
len alternatif stratejilerden birisi antimikrobiyal 6zel-
lige sahip bitki ucucu yaglari ve onlarin igeriginde
bulunan maddelerin kullaniimasidir. Diger bir olasilik
da varolan antibiyotiklerin bir fitokimyasal ile kombin
edilerek antibiyotigin etkinliginin arttirlmasidir. Bu
bilgilerden yola ¢ikarak bu galisma ile karvakroliin
kolistin direncli A. baumannii suslarina karsi antibak-
teriyel aktivitesi ortaya konulmustur. Ayrica kolistin
ile olan kombinasyon etkisi degerlendirilmistir. Elde
ettigimiz sonuclara gore karvakrol A. baumannii sus-
larina karsi antibakteriyel aktivite gostermistir.
Kolistin ile kombin edildiginde sekiz susun Gglinde
aditif etki belirlenirken, besinde sinerjistik aktivite
gbzlenmistir. Yani karvakrol kolistinin antibakteriyel
aktivitesinde artisa neden olarak kolistin direncinin
dismesini saglamistir.

Literatlirde karvakroliin antibakteriyel aktivitesi ile
ilgili bircok calisma bulunmaktadir. Bu calismalarin
bazilari kombinasyon ile ilgili olup, karvakroliin birgok
antibiyotik ile sinerjistik aktivite gosterdigi belirlen-

mistir. Magi ve ark.*¥ eritromisin direncli Grup A
Streptokoklara karsi karvakroliin antimikrobiyal aktivi-
tesini 64-256 pg/ml MiK arahiginda bulmuslardir.
Eritromisin ile karvakrol kombinasyonunun ise 32
tlirdn 21’inde sinerjizm ile sonuglandigini rapor etmis-
lerdir. Nalidiksik aside direncli bakterilere karsi karvak-
rol ve nalidiksik asit kombinasyonunun arastirildig
diger bir calismada, sekiz bakteri tiriinin besine karsi
sinerjistik aktivite saptanmistir®®. Karvakroliin,
Salmonella Typhimurium’a karsi ampisilin, tetrasiklin,
penisilin, eritromisin ve novobiyosinle, Staphylococcus
aureus’a karsi ampisilin, penisilin ve basitrasinle,
Streptococcus pyogenes’e karsl da eritromisinle kom-
binasyon aktivitesinin degerlendirildigi calismada ise
sinerjistik aktivite elde edilmistir*?.

Monoterpen yapisindaki karvakrol ugucu yaglarda
bulunan fenolik bir bilesiktir. Yapisindaki aromatik zin-
cirden dolayi hidrofobik, fenolik —OH grubundan dola-
yi da hidrofilik 6zellik sergileyebilmektedir. Karvakroliin
kimyasal yapisindaki bu 6zellikler antimikrobiyal akti-
vitesinin nedeni olarak gérilmektedir??. Karvakroliin
bakteriler izerinde membran bitiinliglini bozarak,
membran akiskanligini arttirarak, ATPaz aktivitesini
inhibe ederek, hiicre iyon dengesizligi olusturarak ve
proton motiv glclini redikte ederek aktivite
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gosterdigi belirlenmistir®,

Direngli A. baumannii suslarina karsi bircok bitkisel
kokenli bilesenin antibakteriyel aktivitesi direng soru-
nuna ¢6zim bulmak adina birgok arastirmaci tarafin-
dan arastirilmaktadir. Bu amagla yapilan bir ¢alisma-
da Myrtus communis ugucu yaginin 20 adet CID A.
baumannii susuna karsi antibakteriyel aktivite gos-
terdigi belirlenmistir. Bu ucucu yagin polimiksin B ve
siprofloksasin antibiyotikleri ile ayri ayri kombin edil-
mesi sonucunda 0.5 ve altinda FiKi degerleri ile
sinerjizm gosterdigi saptanmistir®. Diger bir ¢calisma-
da ise, Eucalyptus camaldulensis ucucu yaginin CiD
A. baumannii suslarina karsi 0.5-2 pl/ml MiK deger-
leri ile antibakteriyel aktivite gdsterdigi saptanmistir.
Siprofloksasin, gentamisin ve polimiksin B antibiyo-
tikleriile yapilan kombinasyonlarda ise sinerjistik etki
gbzlenmistir?), Duarte ve ark.?? ise A. baumannii’nin
iki referans tiirtine karsi alti farkli antibiyotik ile kignis
yaginin kombinasyon etkisini arastirdiklari calismala-
rinda, kloramfenikol, siprofloksasin, gentamisin ve
tetrasiklin antibiyotikleri ile ugucu yagin sinerjistik
etki gosterdigini bulmuslardir.

Bu ¢alisma elde edilen literatiir arastirmalarina daya-
narak kolistin direncli A. baumannii suslarina karsi
karvakroliin kolistin ile kombinasyon etkisinin arasti-
rildig1 ilk calismadir. Calismanin sonuglarina gore,
kolistin direngli A. baumannii enfeksiyonlari igin
uygulanan kombinasyon tedavilerinde karvakrol,
kolistinin etkinligini arttirmak igin gelecekte bir sege-
nek olarak kullanilabilir. Bu baglamda givenli ilag
kombinasyonlarinin gelistirilebilmesi icin in vivo
calismalar gibi dahaileri galismalarin yapilmasi gerek-
mektedir.
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