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ANTIFUNGAL DUYARLILIGIN SAPTANMASINDA
E TEST YONTEMININ DEGERLENDIRILMESI

Mine YUCESOY, Esvet MUTLU, Nuran YUOLUG
OZET

Bu ¢aligma, antifungal doyarhlifin saptanmasinda E testinin degerlendirilmesi amaci
ile gerceklestirilmistir. Cegitli klinik drneklerden soyutlanan 77 C.albicans sugunun amfo-
terisin B’ye ve bunlardan 75 inin flukonazole duyarlilifin NCCLS M-27A kriterlerine uy-
gun olarak mikrodiliisyon ve E fest yontemleri ile galipilmghir. Mikrodilisyon yontemi so-
nuglari 48 saat sonra gizle okunarak amfoterisin B’ nin iiremeyi tam inhibe ettigi, flukona-
zoliin ise belirgin inhibisyon sagladigi nokta MIK olarak degerlendirilmistir. Ayrica fluko-
nazol sonugiarl 492 nm boyunda spektrofotometrede ckutulmug ve kontrol kuyucufuna
gire en az % 50 ve % 75 inhibisyon saglayan noktalar da belirlenmigtir. E test yontemt ise
amfoterisin B igin MOPS ite, flukonazol i¢in ise fosfat tampon ile tamponlannusg, % 2 glu-
koz eklenmis RPMI 1640 agar kuilamlarak caligilmig ve MIK degerleri hem 24 hem de 48
saat sonra degerlendirilmistir. Daha sonra sonuglar karsilagtinilmig ve = 2 dillisyon iginde-
ki MIK degerleri belirlenerek % tutarhlik saptanmigtir. Buna gore amfoterisin B igin 24 ve
48 saatteki tutarhlik orami 9% 85.7 olarak bulunmustur. Flukonazol icin ise gozle degerlen-
dirme- sonuclarinda 24 ve 438 saatlerdeki tutarlilik oranlart sirasiyla % 64.0 ve
% 62.8’dir. Flukonazoliin spektrofotometrik sonuglanndan % 75 inhibisyon kriteri dikka-
te alindiginda, bu oranlar siras1 ile % 65.3 ve % 64.0, % 50 inhibisyon kriteri dikkate alin-
diginda ise % 73.3 ve % 62.7 olarak belirlenmigtir. Sonuglarin duyarl,, doza bagimh du-
yarli ve direngli olma durumlar dikkate alindifinda tutarltlik oranlar: amfoterisin B icin 24
ve 48 saatte % 98.7 ve % 93.5 seklinde olmaktadir. Flukonazol igin ise bu oranlar farkly de-
gerlendirme kriterlerine gore 24 saatte % 88.0 ile % 96.0 arasinda, 48 satte ise % 80.0 ile
% 90.7 arasimda degigmektedir. Bu sonuglar dogrultusunda, uygulanmasi kolay E test yon-
teminin antifungal duyarlihgin belirlenmesinde mikrodiliisyon ytntemine bir alternatif
olabilece@ini, dzellikle amfoterisin B i¢in uygun oldugunu disinmekteyiz.

SUMMARY
Evaluation of the E test method for antifungal susceptibility testing.

This study was carried out to evaluate the E test method for the determination of an-
tifungal susceptibility. The susceptibility of 77 C.albicans strains isolated from various cli-
nical specimens against amphotericin B were investigated while the susceptibility of 75 of
these strains were determined for fluconazole by E test and microdilution method accor-
ding to NCCLS M27-A standards. The microdilution results were read visually after 48 ho-
urs and the endpoints which produced total inhibition and prominent decrease in turbidity
were considered as MICs for amphotericin B and fluconazole, respectively. Fluconazole
results were also evaluated spectrophotometrically at 492 nm and the endpoints producing
50 and 75 % inhibiton were calculated. E test method was performed by using RPMI 1640
agar supplemented with 2 % glucose and buffered with phosphate buffer for amphotericin
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B and with MOPS for fluconazole and MIC points were determined both after 24 and 48
houts of incubation. Then the results were compared and MIC agreement rates within +2
dilutions were calculated. 24 and 48 hour agreement for amphotericin B was evaluated as
85.7 %. The agreement for fluconazole visual evaluated results at 24 and 48 hours were
64.0 % and 62.8 %, respectively. When 75 % inhibition at 24 and 48 hours for the spect-
rophotometric results were considered, these values were determined to be 65.3 % and 64.0
%, respectively. These values were found to be 73.3 % and 62.7 % for 50 % inhibition cri-
teria at 24 and 48 hours. With regards to the results as sensitive, dose dependent sensitive
and resistant, the agreement was found to be 98.7 % and 93.5 % after 24 and 48 hours for
amphotericin B, between 88.0 % and 96.0 % after 24 hours whereas between 80.0 % and
90.7 % after 48 hours for fluconazole. According to our results, we can conclude that E test
which is an easy test to apply can be offered as an alternative to microdilution method for
the antifungal susceptibility testing.

GIRIS

Fungal infeksiyonlar ozellikle immun yetmezlikli olgularda Snemli bir mortalite
ve morbidite nedeni olarak karsimiza ¢tkmaktadir (3). Son yillarda tiim fungal infeksiyon-
larla birlikte Candida’lara bagli olarak olusan infeksiyonlarda da belirgin bir artig izlen-
mistir (11,17). Bunun yansira Candida tiitlerinde hem sagaliim hem de profilaktik amag-
la kullanilan antifungal ajanlara karg: direng de bildirilmektedir (7,12,20). Tism bu nokta-
lar antifungal sagaltimn secilmesi, yonlendirilmesi ve izlenmesinde Mikrobiyoloji Labo-
ratuvarlarimn 6nemini daha da arttirnugtie (4).

Gerek antifungal sagaltimin planlanmast gerekse bslgesel direng paternlerinin belir-
tenmesi i¢in kolay uygulanabilir, klinik sonuglar ile uyum gosteren glivenilir bir antifungal
duyarhilik yontemine gereksinim stz konusudur (5,6,19). “National Committee for Chini-
cal Laboratory Standards” (NCCLS) antifungal duyarlilsgin belirlenmesinde standart mak-
ro ve mikrodiliisyon yontemlerinin kullanilmasim bildirmigtir (15). Ancak bu yontemlerin
rutin uygulanabilirligi teknik olarak zor ve zaman alicidir. Bu agidan daha kolay uygulana-
bilir ve daha basit testlerin gelistirilmesi gerektigi bildirilmigtir (8,23).

E testi, bakterilerin antibiyotiklere duyarhilikiarinin saptanmasinda kullanitan ve agar
difiizyon formatinda bir yéntem olup, minimal inhibitér konsantrasyon sonucu da verebil-
mektedir. Caligmarmz, Candida’lar igin antifungal duyarhlifin saptanmasinda E testi kul-
lanemmm: degerlendirmek amac ile gergeklestirilmigtir,

GEREC VE YONTEM

Suslar: Cahsmada, gesitli klinik drneklerden (25’1 idrar, 21’1 agiz-bogaz salgisi, 1171
vaginal-endoservikal salgi, 8’1 balgam, 6’s1 kan, 3ii piiy, 2’si digks, 1°i safra) soyutlanan
toplam 77 Candida albicans sugunun amfoterisin B’ye, bunlardan 75’inin ise flukonazole
duyarlilif aragtinlmgtir. Kalite kontrol suglar olarak ise C.albicans ATCC 90028, C.pa-
rapsilosis ATCC 90018 ve C.krusei ATCC 6258 suglar kullamlmstir.

Antifungal duyarlilik testleri: Suglarin amfoterisin B ve flukonazole duyarlihiklan
mikrodiliisyon ve E testi yontemleri ile galigilmgtir.

a) Mikrodiliisyon yontemi: Suglann amfoterisin B (Bristol-Myers Squibb) ve fluko-
nazole (Pfizer) duyarhlklar, 0.165 M morfolin-propan sulfonik asit (MOPS) ile tampon-
lanmug fenol kirmizili, L-glutaminli ve sodyum bikarbonatsiz RPMI-1640 besiyeri kullam-
larak NCCLS M27-A kriterlerine nyularak mikrodiliisyon yontemi ile incelenmistir (15).
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Kullamlan amfoterisin B ve flukonazol konsantrasyon aralig1 sirasiyla 0.03-32 pg/ml ve
0.06-64 ng/ml seklinde idi. Sonuglar 48 saat sonra NCCLS onerisi dogrultusunda gozle
okunarak amfoterisin B'nin {iremeyi tam inhibe ettigi, flukonazoliin ise belirgin inhibisyon
safladifi nokta (MIK-2 degeri) minimal inhibitér konsantrasyon (MIK) olarak kabul edil-
migtir. Ayrica flukonazol sonuglari, daha objektif bir degerlendirme olabilecegi diisiincesi
ile spektrofotometrede 492 nm’de okutultarak da degerlendirilmistir. Anaissie ve ark. (1) ile
Tornatore ve ark. (25)’nin énerdigi kontrol kuyucuguna gére en az % 50 ve % 75 inhibis-
yon saglayan noktalar da belirlenmistir. Amfoterisin B icin belirfenen MIK degeri
<l pg/ml olanlar duyarls, >1 pg/ml olaniar ise direngli; flukonazol icin MIK degeri
<8 pg/ml olanlar duyarli, 16-32 pg/ml olanlar doza bagimli duyarls, 64 pg/ml olanlar ise
direngli olarak kabul edilmistir {15),

b) I test yontemi: Suglarin ayni antifungal ajanlara duyarlihg, iiretici firmamn dner-
digi sekilde ve amfoterisin B igin MOPS ile, flukonazol i¢in ise fosfat tampon ile tampon-
lanmus, % 1.5 agar (Bacto-agar, Difco), % 2 glukoz eklenmis, L-glutaminli ve sodyum bi-
karbonatsiz RPMI 1640 agar kullamlarak ¢alisitmustir. 24 saatlik C.albicans kiiltitrlerinden
% 0.85 NaCl iginde 0.5 McFarland bulanikhifinda siispansiyonlar hazirlanmigtir. Siispan-
siyonlar, ekiivyonlar yardmu ile, standart kalinltkta dokiilmiis besiyeri yiizeylerine siiriil-
mitgtir. 1015 dakika beklendikten sonra ekilmis plaklara amfoterisin B ve flukonazol
E testi seritleri (AB Biodisk) yerlestirilmigtir. 35°C’de inkiibe edilmis ve MIK degerleri
hem 24 hem de 48 saat sonra belirlenmigtir. MIK degerleri belirlenerek sonuglar karsilag-
tirildiktan sonra ara degerlerin varligi durumlarinda MIK sonuglart en yakin iki kat diliis-
yona ylikseltilerek de sonuclar degerlendirilmigtir. Amfoterisin B icin belirlenen MIK de-
geri <1 pg/mi olantar duyarli, >1 ug/ml olanlar ise direngii; flukonazol i¢in MIK degeri
<8 pg/ml olanlar duyarl, >8-<64 pug/ml olanlar doza bagmfh duyarls, >64 pg/ml olanlar ise
direncli olarak kabul edilmistiv (15).

Sonuclarn degerlendirilmesi: Amfoterisin B i¢in mikrodillisyon yontemi ile belir-
lenen MIK degerleri ve flukonazol igin mikrodiliisyon ybntemi ife belirlenen ve iig farkl
sekilde degerlendirilen MIK sonuglari, E testinin 24 ve 48 saat sonuglar ile karsilagti-
rilmugtir, +2 diliisyon i¢indeki MIK degerleri tutarls kabul edilerek, % tutarliik (uynm)
saptanmigtir. Ayrica sonuglarin duyarl, doza bagiml duyarlt ve direngli olma durumlan
dikkate alinarak da % tutarliik oranlar: belirienmigtir. NCCLS yéntemi referans almarak
E test igin ¢ok biiylik hata (direngli susun duyarh bulunmasi), biiyiik hata (duyarl susun
direncli bulunmasi) ve kiigiik hata (herhangi bir yéntemle orta duyarli bulunan susun diger
yontemle duyarli veya direngli bulunmasi) oranlan saptannustir.

BULGULAR

Cahgﬂan suglar icin elde edilen MIK sinsrlart ile MIKy, ve MIK,, degerleri tablo 1°de
verilmigtir, ’

Goriildugi gibi E testi ile; flukonazol i¢in elde edilen MIKs, ve MiKg, degerleri mik-
rodiliisyon sonuglarina gire daha yiiksek ofmakla birlikte amfoterisin B i¢in mikrodiliis-
yonunkiler tle benzerdir. Ote yandan C.albicans suglarimn, E testi yontemi ile ¢ahgilma-
sinda flukonazol igin elde edilen MIK noktalarinda keskin siirlar olmamast, biiyiik kolo-
niden kiigiik koloniye gegis ve inhibisyon elipsinin iginde veya MIK nektasinda iireme yo-
gunlugunda azalma gibi dururalar nedeni ile degerlendirilme agamasinda zorhuklarla karsi-
lagilmigtir. Amfoterisin B sonuglarinm degerlendiritmesinde aym duram séz konusu olma-
yip, keskin sinirh inhibisyon zonlart elde edilmistir.
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Tablo 1. Suglar igin elde edilen MIK simrlan ile MIK5, ve MiKg, degerleri.

24 saatte 48 saatte -

An[ifungai Yéntem ve MIK MIKs0 MiKoo MIK MiKso MiKso
ajan degerlendirme aralign  (ug/ml)  (ug/mD aralign  (pg/ml)  (ug/ml)
kriteri {ugiml) pg/ml)

Flukonazol Mikrodiliisyon 0.06-32 0.50 16
(gbzle
degerlendirme)

Mikrodiliisyon 0.064-32 0.25 g
(spektrofotomeirik

degerlendirme

>% 75 inhibisyona

gore)

Mikroditiisyon 0.06-32 0.50 16
(spektrofotometrik

degerlendirme

% 50 inhibisyona

gore)

E test 0.09-256 1 6 0.06-256 l 256

E test (en yakin 0.13-256 1 & 0.06-256 1 256
iki kat diliisyona
yitkseltilmisg
olarak)

Amfoterisin B Mikrodiliisyen 0.015-16 0.25 0.50
E test 001075 0125 (.38 0.05-5 0.19 050
E test {en yakin 0.03-1 6.13  0.50 0.06-8 0.25 0.50
iki kat diltisyona
yiikseltilmis

_ olarak)

E test ile'elde edilen MIK degerlerinin en yakin iki kat diltisyona yikseltilmesi ile am-
foterisin B igin 24 ve 48 saatteki tutarhlik oram % 85.7 olarak bulunmugtur. Flukonazol
igin ise gbzle deferlendirme sonuglarinda 24 ve 48 saatlerdeki tutarlilik oranian sirasiyla
% 64.0 ve % 62.8’diir. Flukonazoliin spektrofotometrik sonucianndan en az % 75 inhibis-
yon kriteri dikkate alindiinda, bu oranlar sirast ile % 65.3 ve % 64.0, % 50 inhibisyon kri-
teri dikKate ahndifinda ise % 73.3 ve % 62.7 olarak belirlenmisiir (Tablo 2).

Tablo 2. Mikrodiliisyon yontemi ve E test ile belirlenen MIK sonuglart kargilagtinidiimda elde edilen
tutarlilik oranlari.

Antifungal ajan Karstlagtirlan % tutarlihk (+ 2 diliisyon kriterine gore)
yéntemler 24 saat 48 saat
Flukonazol Mikrodiliisyon 64.0 62.8
(gbzle degerlendirme) — E test
Mikrodiliisyon 65.3 64.0
(spektrofotometrik

degerlendirme; =2 % 735

inhibisyona géire) — E test

Mikrodiliisyon{spektrofoto- 73.3 62.7
metrik degerlendirme;

% 50 inhibisyona gore) — E test

Amfoterisin B Mikrodiliisyon — E test 857 85.7
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Sonuglarn, -NCCLS kriterlerine gére duyarli, doza bagimli duyarl ve direngli olma
durumlarina gére deferlendirilmesinde elde edilen tutarlibk oranlan tablo 3'de gosteril-
mistir. Tutarsiz sonuglar incelendiginde saptanan ¢ok biiyiik hata, bityiik hata ve kiigiik ha-
ta oranlari tablo 4’de belirtilmisgtir.

Tablo 3. Sonuglarin duyarli, doza bagimh duyarh ve direngli olma durumlarnina gére tutarhlik oraniari.

Antifungal ajan Kargilagtirslan % tutarlthk (duyarh, doza bagiml duyarle
yontemler ve direngli kriterine pére)
24 saat 48 saat
}-lukonazol‘ Mikrodiliisyon {gozle 89.3 80.0
degerlendirme) - E test
Mikrodilisyen 96.0 80.0
(spektrofotometrik

degerlendirme; >% 75
inhibisyona gbre} - E test
Mikrodiliisyon 88.0 96.7
(spektrofotometrik
degerlendirme; % 50
inhibisyona gire) - E test
Amfoterisin B Milerodiliisyon - E test 98.7 93.5

Tablo 4. Sonuglarin duyarl, doza bagiml duyarls ve direngli olma durumlan goz Sniine alindiginda
saptanan ¢ok bilyiik, biiyiik ve kiiciik hata oranlan.

Antifungal ajan  * 24 saat 48 saat
ve deferlendirme- Cok biiyiik  Biiyiik Kiigiik Cok bizyiik  Biyiik Kiigiik
hata n(%) hata n(%) hata n(%) hata n(%) hata n(%) hata n{%)
Flukonazol
Gazle degerlendirme - 22D 8(10.7 - 8107y 11(14.D
>% 75 inhibisyon - 227 3 (4.0} - 1147 6 (8.0)
% 50 inhibisyon - i(1.3) 10(13.3) - 10 (13.3) 9 (12.0)
Amfoterisin B 1(L.3) - - 2(2.6) 2 (2.6) -

TARTISMA

Mayalarin antifungal duyarlihk testlerinde agar bazh tekniklerin kullanilmas: yaygin
bir sekilde denenmektedir. Bunun nedenderinin bagimnda agar bazl yontemlerin kolay uygu-
lanabilir olmast ile Hzel ve pahalt aletlere gereksinim duyulmamas: gelmektedir. Ancak bu
yontemlerin tekrarlanabilirliginin inokalum, 1s1 ve inkiibasyon zamaninn iyi standardizas-
yonuna bagli oldugu belirtilmistir (19). Bu ¢aligmada agar difiizyon bazlh yontemlerden bi-
ri olan E testi, C.albicans suglanmin flukonazol ve amfoterisin B’ ye duyarlthiklanmn sap-
tanmasinda degertendirilmigtir.

Calismarmzda, E testi ile flukonazo] igin elde edilen MIK, MIKy, ve MiKy, degerle-
ri mikrodiliisyon sonuglarina gore daha yiiksek olarak belirlenmistir. Bu durum daha dnce-
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ki ¢ahigma bulgulan ile paralel dogrultudadir (5,6,14,16,19,21,28). Bu antifungal ajamn E
testi ile MIK noktalariin belirlenmesinde, bu noktalarda keskin simrlar olmamasi, bityiik
koloniden kiigiik koloniye gegis ve inhibisyon elipsinin i¢inde veya MIK noktasinda iire-
me yogunlufunda azalma gibi durumlar nedeni ile degerlendirilme agamasinda zortuklar-
la kargilagilnugtic. Benzer sonuglar daha Snceki ¢aligmalarda da bildirilmig olup, bu duru-
mun dzellikle C.albicans ve C.tropicalis suglarinda daha fazla oranda izlendigi belirtilmis-
tir (2,6,10,14,18,26,28). Calismamizda, E testi ile MIK noktalarinin belirlenmesinin 24 sa-
atlik inkiibasyondan sonra daha kolay ve net oldugu, 48 saat sonra ise degerlendirmede da-
ha fazla zorluk vagandig saptanmistir. Bu bulgumuz Van Eldere ve ark. (26) ile Colombo
ve ark. (5)'nn caligma sonuglar ile aym dogrultudadir,

Caligmamz sonuglarina gore flukonazol i¢in elde edilen MIK noktalan dikkate alin-
diganda farkli degerlendirme yontemlerine bagh olmak iizere mikrodiliisyon ile E test yon-
temi arasinda 24 saatte % 64-73.3; 48 saatte ise % 62.7-64 oranlannda tutarhlik stz konu-
sudur. Yapilan ¢esith calismalarda, C.albicans suglan igin flukonazol agisindan E testi ile
NCCLS standartiarina uygun ¢aligilan makrodilisyon arasinda % 84-96 (6,27), mikrodilii-
yon arasinda ise % 74.7-95 (5,14,18) oranlarinda tutarlilik bildirilmigtir, Tiim Candida sug-
lar1 dikkate ahndiiinda ise her iki yontem ile E testi arasindaki tutarliik oranlan % 78-96
(9,13,18,22,24,26) arasinda degigmektedir. Bizim sonuglarimiz bu oranlardan daha diigitk
olup, bu durum flukonazol MIK degerlerinin E testi ile belirlenmesindeld subjekiiftik ve
zorluktan kaynaklanabilir. Suglar i¢in elde edilen sonuglar duyarhlik ve direnglilik durum-
larina gore kargilagtirildiginda ise bu oranlar % 80-96 rakamlarina yilkselmektedir. Bu de-
gerler de Martin-Mazuelos ve ark. (14) min C.albicans suglan igin elde ettikleri % 80°lik
oran ile paraleldir. Calismamzda E testi sonuclarinda flukonazol igin 24 ve 48 saatte ¢ok
biiyiik hata izlenmez iken, 24 saat sonuglaninda % 1.3, % 2.7 oranlatinda bityiik, % 4 ve
% 13.3 oranlarinda kiicitk hata; 48 saat sonuglaninda ise % 10.7, %14.7 ve % 8, % 14.7
oranlarinda sirasiyla biiyiik ve kiigiik hatalar gdzlenmigtir. Belirtilen ¢alismada C.albicans
suglarimin E testi ile saptanan flukonazol sonuglatinda % 3.8, % 3.6 ve % 12.5 oranlannda
¢ok biiyiik, biiviik ve kiigiik hatalar saptanmusgtir {14). Senuglarimiz bu galismanmkiler tle
benzer olup, farkl olarak bizde ¢ok biiyiik hata izlenmemigtir. Ote yandan Dannaoui ve
ark, (9} E testi ile belirlenen flukonazol MIK degerlert ile klinik sonuglar arasinda iyi oran-
da korelasyon oldufunu saptamugtur.

Amfoterisin B i¢in saptanan MIK noktalar dikkate alindiginda mikrodiliisyon ile B
test yénternleri arasinda 24 ve 48 saatte % 85.7 oraninda tutarlihk s6z konusudur. Wanger
ve ark. (27) makrodiliisyon yontemi ile E testini C.albicans suslan i¢in karsalagtirmis ve
% 96 oraninda bir tutarhihik belirlemistir. Tim Candida suglarinin dahil edildigi ¢aligma-
larda amfoterisin B i¢in mikro ve makrodiliisyon yontemlerinin E testi ile karsilagtirildifi
durumlarda elde edilen oranlar % 59.5-93.1 arasindadir (13,26,29). Bizim rakamlarimmz da
diger ¢aligmalarda elde edilen oranlarla benzerdir. Ote yandan suglarin duyarli, direngli ol-
ma durumlarna gore deferlendirmede ise bu rakamlar % 93.5-98.7"ye ¢ikmaktadin, Tutar-
lilik oranlan dikkate alindifinda E testin Candida suglariin amfoterisin B’ye duyarlilii-
mn belirlenmesinde uygun bir yntem olabilecegi séylenebilir. Bu konu ile ilgili bir bagka
nokta da E testi ile amfoterisin B duyarhilifimin belirlenmesinin amfoterisin B’ye duyarli
ve direngli suglarr ayirt etmede difer yontemlere gore daha istiin oldugunun bildirilmis ol-
masidir (27).

Candida suslarimn amfoterisin B ve flukenazole duyarlilifinn belirlenmesinde refe-
rans yontemlere alternatif olabilecegi izlenen E testinin kolay ve kisa siirede uygulanabil-
mesi, basit olmast, ek alete gereksinim gistermemesi, 24 saatte sonug verebilmesi ve rutin
caligmaya uygun olmas1 Snemli avantajlaridir. Ote yandan diger yontemlere gore daha pa-
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hali olmasi ve flukonazol sonuglarinin deferlendirilmesinde karsilasilan zorluklar da deza-
vantajlan olarak goriilmektedir.

onuglanmz dograltusunda; E test yontemi ile C.albicans suglarmin flukonazol ve

amfoterisin B’ye duyarhlik sonuglarinin 24 saat sonra verilebilecegini, uygulanmas: kolay
E test yonteminin, MIK sonuglan agisindan bakildigida amfoterisin B i¢in; duyarh ve di-
rengli kategorisine gore bakildifinda ise her iki antifungal ajan i¢in duyarhlifin belirlen-
mesinde mikrodillisyon yontemine bir alternatif olabilecegini diigiinmekteyiz.

10-
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