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OZET

Flukonazoliin profilaksi ve sagaltimda yaygin ve tekrarlayan kullanimi Candida albicans suslarinda
direng gelisimine yol agmistir. Calismamizda, flukonazole direncli ve duyarl C.albicans izolatlarinda atim
pompalarini kodlayan CDR1, CDR2 ve MDR1 genlerinin ekspresyonu arastirilarak flukonazol direncinde
bu mekanizmanin roliinlin belirlenmesi amaclanmistir. Calismaya, flukonazole direncli bes, flukonazole
duyarl alti ve kismi inhibisyon etkisi gosteren duyarli dort C.albicans susu dahil edilmistir. Suglarin fluko-
nazol ve diger antifungaller icin MiK degerleri mikrodiliisyon yéntemiyle belirlenmistir. Direncli suslarin
flukonazol duyarhliklari ayrica, siklosporin A iceren ve icermeyen maya 6zitli pepton dekstroz agarda
E-test ile de incelenmistir. CDR1, CDR2 ve MDRT genlerinin ekspresyon duzeyleri, gercek zamanh PCR
yontemi ile arastinlmistir. Bu genlerin ekspresyonu ACT1 seviyeleri ile normalize edilmis ve flukonazole
duyarh C.albicans ATCC 14053 kontrol susu ile karsilastirlmigtir. Tim suslarin amfoterisin B’ye duyarl ve
bir izolat hari¢ timiiniin klotrimazole de duyarl oldugu goérilmistir. Flukonazole direncli bes susun gl
ve kismi inhibisyon etkisi gosteren dort susun {icti 5-flusitozine direncli, duyarli suslarin ise biri hari¢ timu
5-flusitozine orta duyarl olarak bulunmustur. Flukonazole direngli suslarin, biri hari¢c timintin itrakonazol
ve ketokonazole direngli, mikonazol icin ise > 64 ug/ml MiK degerlerine sahip olduklari belirlenmistir.
Flukonazole duyarli tiim suslar ketokonazole duyarli, itrakonazole doza bagimli duyarli bulunmustur.
Flukonazole direncli ve duyarl suslarin vorikonazole duyarli oldugu belirlenmistir. Kontrol susu ile kar-
silastinldiginda; flukonazole direncli bes susun ikisinin yiiksek, t¢tinlin orta diizeyde CDR1/2 ve birinin
yuiksek, tglnin ise disuk diizeylerde MDR1 gen ekspresyonu yaptigi tespit edilmistir. Kismi inhibisyon
etkisi gosteren duyarl suglardan birinde goriilen yliksek MDR1 ekspresyonu disinda, orta dlzeylerde
CDR1, CDR2 ve MDRT fazla ekspresyonu gozlenirken, duyarl izolatlar t¢ sus disinda atim pompalarini
dustk diizeylerde eksprese etmistir. CDRT ve CDR2 ekspresyon diizeylerinin ayni sus icin tim izolatlarda
paralel oldugu belirlenmistir. Calismamiza alinan flukonazole direncli C.albicans izolatlarinda atim pompa
genlerinin fazla ekspresyonunun direncten sorumlu 6nemli bir mekanizma oldugu sonucuna varilmistir.
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ABSTRACT

Widespread and repeated use of fluconazole in the prophylaxis and therapy resulted in resistance
among Candida strains. Investigation of the expression of efflux pump encoding genes was aimed in
fluconazole-resistant and -susceptible C.albicans isolates in order to determine the role of this mecha-
nism in fluconazole resistance. Five fluconazole-resistant, six -susceptible and four trailing effect show-
ing susceptible C.albicans isolates were included in the study. The MIC values of fluconazole and other
antifungal agents were determined by the microdilution method. The fluconazole MIC values of the
fluconazole-resistant strains were also studied by E-test performed on yeast extract peptone dextrose
agar with and without cyclosporin A. The expression levels of CDR1, CDR2 and MDRT transcripts were
determined by real-time PCR method. The expression of these genes was normalized with their ACT17
levels and compared with the fluconazole-susceptible C.albicans ATCC 14053 strain. It was detected
that all strains were susceptible to amphotericin B and all except one strain were also susceptible to
clotrimazole. Three out of five fluconazole-resistant strains and three out of four trailing effect showing
susceptible strains were resistant to 5-flucytosine, and all except one susceptible strains were found as
intermediate to 5-flucytosine. All except one fluconazole-resistant strains were determined as resistant to
itraconazole and ketoconazole, and had miconazole MIC values of > 64 pug/ml. All fluconazole-suscep-
tible isolates were detected to be susceptible to ketoconazole and dose dependent susceptible to itra-
conazole. Fluconazole-resistant and -susceptible strains were determined as susceptible to voriconazole.
Out of five fluconazole-resistant isolates, two strains overexpressed high levels and three strains overex-
pressed mild levels of CDR1/2; one strain overexpressed high levels and three strains overexpressed low
levels of MDRT in comparison to C.albicans ATCC 14053 control strain. It was observed that CDR1, CDR2
and MDRT gene expression levels were mild in strains showing trailing effect except one which highly
expressed MDR1, while susceptible isolates except three expressed efflux pump genes at low levels. It
was determined that the expression levels of CDRT and CDR2 genes for the same strain were in parallel
for all isolates. It can be concluded that overexpression of efflux pump genes is an important mechanism
of resistance in fluconazole-resistant C.albicans isolates.

Key words: Candida albicans; fluconazole resistance; efflux pumps.

GIRi$

Candida turleri 6zellikle immun yetmezlikli hastalarda yiizeyel enfeksiyonlardan, yasa-
mi tehdit eden sistemik enfeksiyonlara kadar cesitli hastaliklara neden olan firsatci pato-
jenlerdir'. Bu tiirler, Amerika Birlesik Devletleri (ABD) ve Avrupa’da sirasiyla dérdinci
ve altinci en yaygin hastane kdkenli kan dolasimi enfeksiyonu etkenidir®>. Tiirkiye'de ise
Candida tirleri kan dolasimi enfeksiyonlarinin tGgtincl en yaygin nedeni (%10.1) olarak
bildiriimektedir*. Kan dolagimi enfeksiyonlarina en sik neden olan tiir Candida albicans
olup, diinya capinda %37-70 oraninda sikliga sahiptir’. Candida enfeksiyonlarinin énlen-
mesi ve sagaltimi genellikle uzun dénem ila¢ kullanimi gerektirmekte olup, flukonazol
bu amacla en yaygin kullanilan triazol sinifi antifungaldir. Uzun ve tekrarlayan flukonazol
sagaltimi ile birlikte, diger antifungallerle karsilasmanin C.albicans izolatlarinda direng
sorununa neden oldugu bildirilmistir®.

C. albicans suslarinda azol direncinden sorumlu bircok mekanizma ileri strilmds,
flukonazole direncli suslarda birden fazla mekanizmanin birlikte rol aldig belirtilmistir”.
Bu mekanizmalar; ilacin hiicre icinde birikiminde azalma, ilacin hedefi olan lanosterol
demetilazda (Erg11p) degisiklik ve ergosterol biyosentezinde degisiklik seklinde 6zet-
lenmektedir’. Hiicre icinde ilac birikiminde azalma, ilacin hiicre icine aliminda bozukluk
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veya aktif pompalarla atiiminin artmasi sonucu meydana gelmektedir. C.albicans susla-
rinda flukonazol direncine en sik neden olan mekanizma, ¢coklu atim pompalarinin fazla
ekspresyonudur®, Fungal atim pompalari ATP baglayan kaset ailesinden Cdr1p ve Cdr2p
ile major kolaylastirici stiper ailesinden (major facilitator superfamily) Mdr1p olmak
Uzere iki gruptur. CDR1, CDR2 ve MDR1 genleri ilag atiminda rol oynayan hiicre memb-
rani ile iliskili tastyicilan kodlamaktadir. MDRT flukonazole, CDRT ve CDR2 ise flukonazol,
ketokonazol, itrakonazol gibi farkli azollere ve terbinafin, amorolfin gibi diger bazi ilacla-
ra karsi direng gelisiminde rol oynamaktadir’. Bu calismada, flukonazole duyarli (FLU-S)
ve flukonazole direngli (FLU-R) C.albicans izolatlarinda atim pompalarini kodlayan CDR1,
CDR2 ve MDRT genlerinin ekspresyon diizeylerinin arastiriimasi ile direncteki rollerinin
belirlenmesi amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM

Calismaya, klinik 6rneklerden soyutlanmis 5 FLU-R (H1, H2, H3, B, 960), 6 FLU-S (533,
565, 644, 1221, 1453, 2157) ve 4 kismi inhibisyon etkisi gosteren duyarli (813, 1978,
348, 93-05) C.albicans susu alindi. Ayni suslarda, énceki arastirmamizda® belirlenen
ERGT1 geni mutasyonlar ve suslarin izolasyon yerleri Tablo I'de gosterildi. Calismada,
FLU-R 2 C.albicans susu'® (DSY289 ve DSY292) ile FLU-S C.albicans ATCC 14053 susu
kontrol amaciyla kullanildi.

izolatlarin, flukonazol (FLU), 5-flusitozin (5-FC), itrakonazol (ITZ), ketokonazol (KTZ),
mikonazol (MCZ), klotrimazol (CLT) (Sigma, ABD) ile vorikonazol (VOR) ve amfoterisin B
(AMP-B) (AppliChem, Almanya) duyarliliklari CLSI M27-A3 standardina goére mikrodiliis-

Tablo I. Calismaya Alinan Klinik [zolatlardaki ERG11 Geni Aminoasit Degisimleri

izolat no izolasyon yeri Aminoasit degisimi

H1 Tirnak K143R* E266D S412T R469K V488|*
H2 Agiz K143R* E266D S412T R469K V488|*
H3 Agiz D116E E266D G464S* G465S*

B Agiz K143R* E266D V488I*

960 idrar D116E L280F L281M S284
1978 Kateter D116E E266D

348 Vajen D153E

93-05 Kan

533 Kateter E266D

565 Balgam E266D L281Y 1282D T285H
644 Balgam E266D

1221 idrar

1453 Balgam D116E

2157 Kan V4371

* Literatiirde azol direncinden sorumlu oldugu bildirilen mutasyonlar®.
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yon yéntemi ile calisildi'". Sonuglar 35°C’de FLU icin 24 ve 48 saat, diger antifungaller
icin 48 saat inklibasyon sonrasi gozle ve spektrofotometrik olarak degerlendirildi. AMP-B
icin Gremenin tam inhibe oldugu, 5-FC ve azoller icin Greme kontrole gére bulanikligin
belirgin (> %50) olarak azaldigi kuyucuktaki konsantrasyon MiK degeri olarak belirlen-
di'". FLU MIK degerleri > 64 ug/ml olarak saptanan suslar ayni yéntemle 2-1024 pg/ml
FLU konsantrasyonu araliginda da caligildi. Klinik direnc sinir degeri olarak, FLU icin > 8
pug/ml direncli (R), 4 ug/ml doza bagimli duyarli (DBD) ve < 2 pg/ml duyarh (S); AMP-B
icin>1 pg/ml R, <1 pg/ml'S; 5-FC icin = 32 pg/ml R, 8-16 pg/ml orta duyarli, < 4 g/
ml S; ITZ ve KTZ icin 2 1 ug/ml R, 0.25-0.5 ug/ml DBD, < 0.125 pg/ml S; VOR i¢in >
4 ug/ml R, 2 ug/ml DBD, < 1 pg/ml S ve CLT icin > 1 pg/ml R kabul edildi'""'®. FLU-R
olarak belirlenen suslarda, kismi inhibisyon etkisi gosteren bir tireme olup olmadigini
belirlemek amaciyla, suslar, mayanin kalsinorin aktivasyon yolagini bloke ederek, kismi
inhibisyon etkisini inhibe eden 0.5 pg/ml siklosporin A (Sigma) iceren ve icermeyen
maya 6zutli pepton dekstroz (YEPD; Yeast Extract Peptone Dextrose)” agarda FLU E-test
(bioMérieux, ABD) ile incelendi'®”.

CDR1, CDR2 ve MDRT gen ekspresyon diizeylerinin saptanmasi amaciyla, éncelikle
sivi maya kiilttirlerinden YeaStar RNA Kit (Zymo Research, ABD) kullanilarak RNA izo-
lasyonu yapildi ve RNAlar, 2U DNaz (AppliChem) ile 37°C’de 1 saat inkiibe edildi'®.
Daha sonra 1 ug RNA, “Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit” (Roche Applied
Science, Almanya) kullanilarak, cDNA sentezine alindi. cDNA’lara, arastirilacak genlere
0zgll primer ve problar (Tablo II) ile “LightCycler FastStart DNA Master HybProbe Kit”
(Roche, Almanya) kullanilarak, “LightCycler 2.0” cihazinda gercek zamanh polimeraz
zincir reaksiyonu (PCR) uygulandi'®. Gen ekspresyonlari “LightCycler” bilgisayar yazilimi

Tablo Il. Gercek Zamanli PCR’de Kullanilan Primer ve Problar
Gen Primer/Prob* Dizi (5'—3")
ACTI ileri 6ncil CCAGCTTTCTACGTTTCC
Geri onciil CTGTAACCACGTTCAGAC
Verici prob CGGTATTGTTTTGGATTCTGGTG
Alici prob TGGTGTTACTCACGTTGTTCC
CDR1 ileri 6ncil AAGAGAACCATTACCAGG
Geri oncl AGGAATCGACGGATCAC
Verici prob CAAGACCAGCATCTCCATATACTGTAT
Alici prob ATTCTTTATGCAAGTGAGGTATGGTG
CDR2 ileri &nciil ATGCTGATGCCCTAGT
Geri 6ncdil GCTTCCTTAGGACATGG
Verici prob ATTGTTGTTATTCTTAGATGAACCAACTTCAG
Alici prob TTAGATTCTCAAACTGCCTGGTCG
MDR1 ileri &nciil GGAGTTTAGGTGCTGT
Geri 6nciil CGGTGATGGCTCTCAA
Verici prob GCCAGTTGGAGATGGACT
Alici prob TTGGTTCATGTGTATCATTTCTG
* Verici problar, 3" ucundan “florescein” ile isaretlidir. Alici problar, 5’ ucundan “LightCycler Red 640" ile isaretlidir
ve 3’ ucu fosforillenmistir.
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kullanilarak gene 6zgiil standart egrilere gére dlciildii. izolatlarin licer reaksiyondan elde
edilen ortalama hedef gen ekspresyonu, ortalama ACTT gen ekspresyonuna oranlanarak
normalize edildi'® ve duyarli ATCC 14053 susu ile kargilastirildi. Veriler SPSS v.15.0 bilgi-
sayar yazilimi kullanilarak Mann-Whitney U testi ile analiz edildi.

BULGULAR

Suslarin FLU, 5-FC, AMP-B, ITZ, KTZ, MCZ, CLT ve VOR MiK degerleri Tablo Ill'te
gorulmektedir. Mikrodiliisyon yontemi ile 48 saat inkiibasyon sonrasi 9 izolat FLU-R, 6
izolat ise FLU-S olarak degerlendirilmistir. Kirk sekizinci saatte yapilan degerlendirmede, >
1024 pg/ml MiK degerleri ile FLU-R oldugu dustindlen suslarin (813, 1978, 348, 93-05),
24. saatte yapilan degerlendirmede duyarli olduklar goriilmustir. Bu 4 sus, siklosporin
A iceren ve icermeyen E-test yonteminde de diisiik MiK degerlerine sahip oldugundan,
“kismi inhibisyon etkisi gésteren duyarli (S-KIE)” suslar olarak kabul edilmistir. Buna gére
calismaya alinan 5 izolat (H1, H2, H3, B ve 960) FLU-R olarak belirlenmistir (Tablo III).

Tum suslarin AMP-B’ye duyarli ve bir izolat hari¢ timinin CLT’ye de duyarli oldugu
goOzlenmistir. Bes FLU-R susun 3G 5-FC’ye direncli, 2'si orta duyarl; kismi inhibisyon
etkisi (KIE) gosteren 4 susun 3'ti 5-FC’ye direncli ve duyarli suslarin ise biri hari¢ tiimii
5-FC'ye orta duyarl olarak bulunmustur. FLU-R suglarin, biri hari¢ timunin ITZ ve
KTZ'ye direncli oldugu, MCZ MIK degerlerinin ise > 64 ug/ml oldugu izlenmistir. FLU-S
suslarin KTZ'ye duyarli, ITZ'ye doza bagh duyarli (DBD) oldugu; FLU-R ve FLU-S suslarin
ise VOR’a duyarl oldugu belirlenmistir. FLU’ya kismi inhibisyon gosteren suslar arasinda,
FLU disindaki azollere karsi goriilen yiiksek MiK degerleri dikkati cekmistir.

izolatlarin ACT1’e gére normalize edilmis CDR1, CDR2 ve MDR1 ekspresyon diizey-
lerinin, ATCC 14053 kontrol susuna kiyasla degerlendirilmesi ile ilgili veriler Tablo 1V'te
sunulmustur. CDRT ve CDR2 genlerinin FLU-R suglar arasinda H3 ve B’de daha yiiksek
(ATCC susuna gore 28.4 ve 32 kat CDRI1; 33.9 ve 47.2 kat CDR2) olmakla birlikte,
timiinde fazla eksprese edildigi belirlenmistir. S-KIE C.albicans suslarinda da orta diizey-
lerde (ATCC susuna gore 1.8-5 ve 2.5-4.2 kat) yiiksek CDR1/2 ekspresyonu izlenmistir.
FLU-S 2 susta (1453, 2157) kismen yliksek, digerlerinde ise orta/dusiik diizeylerde
CDR1/2 ekspresyonu saptanmistir. CDRT ve CDR2 ekspresyon diizeylerinin ayni sus icin
tim izolatlarda paralel oldugu gézlenmistir.

FLU-R suslar arasinda H1 susunda yiiksek (ATCC susuna gore 33.3 kat), H2, B ve
960 no’lu izolatlarda ise distk diizeyde MDRT fazla ekspresyonu belirlendi. En yiksek
MDR1 ekspresyonu (ATCC susuna gdre 103.9 kat) 813 no’lu S-KIE C.albicans susunda
saptanmistir. Bu grupta yer alan diger suglarin MDR1 genini orta diizeylerde eksprese
ettikleri gorilmustir. FLU-S suslarda, 1453 ve 565 no’lu suslar disinda, diistik/cok distik
diizeyde MDRT ekspresyonu tespit edilmistir (Tablo IV).

Calismamizda, FLU-R, S-KIE ve FLU-S C.albicans sus gruplar arasinda atim pompa
genlerinin ekspresyon diizeyleri acisindan fark oldugu goézlenmesine ragmen, yapilan
istatistiksel analizde bu farkin anlamli olmadigi saptanmugtir (p> 0.05).
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TARTISMA

Flukonazoliin yaygin ve tekrarlayan kullanimi sonucunda C.albicans suslarinda ortaya
cikan direng, farklh mekanizmalarla gelisebilmekte ve bunlar ayni susta birarada bulu-
nabilmektedir. Bu ilaca direncli (R) ve doza bagli duyarli (DBD) C.albicans izolatlarinin
%85’inde atim pompalarinin fazla ekspresyonu, %65‘inde ERG11 geni mutasyonlari ve
%35’inde ERG11 geninin fazla ekspresyonu diren¢ mekanizmalari olarak belirlenmisg;
pompalarin fazla ekspresyonunun en yaygin direng mekanizmasi oldugu vurgulanmis-
tir8, Calismamizda FLU-R izolatlarin ortalama CDR1 ve CDR2 gen ekspresyon diizeyleri,
kismi inhibisyon etkisi (KIE) gosteren ve duyarli (S) suslardan yiiksek bulunmustur. Bu
sonuclar Lee ve arkadaslarinin'® bulgulari ile paralellik gostermektedir. KiE gosteren ve S
suslarin ise benzer CDR ekspresyon diizeylerine sahip oldugu gorilmiustir. FLU-R suslar
arasinda basta H1 olmak lzere H2, B ve 960 no’lu suglarda MDR1 fazla ekspresyonu
saptanmis olup, ortalama MDRT gen ekspresyon diizeyleri KiE gdsteren suslarda, R ve S
suglara gore daha yiksek olarak bulunmustur. Bunun nedeninin 813 no’lu susun ATCC
kontrol susuna gore, 104 kat MDRT ekspresyonu gostermesi oldugu dustinilmstir.

Kismi inhibisyon etkisi gosteren izolatlarin, atim pompalarini kodlayan genlerin eks-
presyonlarini R/DBD suglara gore farkli bir yolla kontrol ettikleri bildirilmis, ancak bu
farklilik aciklik kazanmamustir'®. Sivi mikrodiliisyon testlerinde MiK'’in {zerindeki azol
konsantrasyonlarinda azalmig ancak surekli bir treme profili sergileyen bu izolatlarin
R’den ziyade S olarak siniflandiriimasi gerektigi bildirilmistir'®. Calismamizda uygulanan
sivi mikrodilisyon yontemi ile inkiibasyonun 48. saatinde direncli olarak saptanan dort
susun (813, 1978, 348, 93-05) 24. saatte duyarh oldugu gorilmdustir. Siklosporin A
iceren ve icermeyen besiyerlerinde yapilan FLU E-test yontemlerinde de, diisik MiK
degerleri gdzlenen bu suslarin aslinda R olmadiklari ve KIE gésteren S suslar oldugu
belirlenmistir.

Yapilan bir calismada, HIV ile enfekte hastalardan soyutlanmig FLU-R C.albicans izolat-
larinin ATCC 10231 kontrol susuna gore 1.6-8 kat CDR1 ve 3.7-52 kat CDR2 geni fazla
ekspresyonu yaptigi bildirilmistir?®. Calismamizda FLU-R izolatlarin ATCC 14053 kontrol
susuna kiyasla 1.6-32 kat CDRT, 2.6-47.2 kat CDR2 fazla ekspresyonu saptanmis ve suslari-
mizin CDR1 ve CDR2 gen ekspresyon diizeylerinin paralel oldugu gézlenmistir. Bu gozlem
Chen ve arkadaslarinin?® calismasinda da rapor edilmis olup, bu iki genin birlikte diizen-
lendigini gostermektedir. Arastirmamizda yapilan istatistiksel analiz sonucunda CDRI,
CDR2 ve MDR1 ekspresyonlari acisindan FLU-R, S-KIE ve FLU-S C.albicans suslari arasinda
anlamli bir fark saptanmamis olup, bu sonucun gruplarimizdaki sug sayisinin az olmasin-
dan kaynaklandigi distunilmistir. Cahsmanin en onemli kisithligr FLU-R/DBD sus sayisi-
nin az olmasi olup, bu durum FLU direng oraninin disiik olmasindan kaynaklanmaktadir.

Daha 6nce Manastir ve arkadaslarinin® ayni C.albicans suslari ile yaptigi bir calismada,
ERGT1 geni mutasyonlar arastiriimis olup, FLU’ya direng gelisiminde roll oldugu bildi-
rilmig K143R, G464S, G465S ve V488| ile direncte roll kesin olmayan D116E, D153E,
E266D, S412T ve R469K mutasyonlari saptanmistir. Arastirmamizda, H1, H2, B susla-
rinda K143R ve V488l mutasyonuna ek olarak CDR1/2, MDR1 fazla ekspresyonunun;
H3 susunda G464S, G465S mutasyonu ile birlikte CDR1/2 fazla ekspresyonunun FLU
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direncinde roli oldugu gortlmustir. 960 no’lu susta ise sadece disiik diizeyde CDR1/2
ve MDR1 ekspresyonu saptanmis olup, bu susun diger R suslara gore daha dustik bir FLU
MIK degerine sahip oldugu g6z éniinde bulundurulmalidir. Basta bu susta olmak iizere
tim direncli izolatlarda ERG3 geni mutasyonlari gibi ergosterol biyosentez yolagindaki
diger genlerin olasi genetik degisimleri ile iliskili bagka mekanizmalarin da dirence katkis
olabilecegi unutulmamalidir.

inceleyebildigimiz kadariyla, Tiirkiye’de C.albicans izolatlarinda FLU direng mekaniz-
malarina iliskin yayinlanan tek calisma, bu suslarda ERGT1 genindeki nokta mutasyonla-
rnin incelendigi arastirma® olup, bu arastirmamiz ise 6nceki calismayi tamamlar nitelik-
tedir. Bu veriler 1siginda, calismaya alinan FLU-R C.albicans suslarinda, ERG11 genindeki
K143R, G464S, G465S ve V488l mutasyonlari’ ile birlikte CDR1, CDR2 ve MDRI fazla
ekspresyonlarinin direncten sorumlu 6nemli mekanizmalar oldugu sonucuna varilmistir.
Bunun yani sira kismi inhibisyon etkisi gosteren suslarda da atim pompa genlerinin eks-
presyonlarinin bu etkide roli olabilecegi dustindlebilir.
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