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Ozet

Candida tlrleri, insanlarda gastrointestinal sistem ve genitolriner sistemin normal florasinda kolonize
olabilmekte ve ayni zamanda saglikh kisilerin derisinde kommensal olarak konaga zarar vermeyecek sekilde
bulunabilmektedir. Bununla birlikte, normal mikrobiyota dengesi bozuldugunda veya badisiklik zayifladiginda,
Candida tlrlerinin asin gogalmasi doku hasari ve firsatcl enfeksiyonlarin ortaya cikisina neden olabilmektedir.
Son birkag on yilda, gesitli tibbi prosedirler ve tedavi protokollerindeki gelismeler, kritik hastalarin yasam
slrelerinin uzamasina yol acmis, bunun yaninda ise invaziv mantar enfeksiyonlarina karsi duyarh olan
badisiklik sistemi baskilanmis bireylerin ve risk grubundaki diger kisilerin sayisini da arttirmistir. Son ve
kapsamli epidemiyolojik arastirmalara gore Candida tirleri hastane kaynakli invaziv mantar enfeksiyonlarinin
yaklasik %80'inden sorumludur ve nozokomiyal kan dolasimi enfeksiyonlar arasinda besinci sirada yer
almaktadir. Yiksek mortalite ile seyredebilen bu enfeksiyonlarin yonetiminde enfeksiyon odadini hizla ortadan
kaldirmak ve uygun antifungal tedaviyi uygulamak kritik 6neme sahiptir. Antifungal ilaglar, mikozlarin modern
tibbi yonetiminde gok 6énemli bilesenler olup, farmakolojik olarak farkl 6zelliklere sahip ilag gruplar olarak
bulunmaktadir. Antifungal ilaglarin kullanimini sinirlayan en énemli problemler doza bagh toksisite ve direng
sorunudur. Antifungallere direngli suslarin toplumda yayilmasi, sayilari devaml olarak artmakta olan
immunyetmezlikli hasta popullasyonunda tedavi segeneklerinin kisitlanmasi gibi daha genis kapsamli sorunlarla
da iliskilidir, ginkd yeni antifungal ilaglarin gelistirilmesine ydnelik klinik galismalarin sonuglanma hizi ilag
direnci insidansindan daha dastktur. Antifungal duyarlilik testleri yeni ilaglarin gelistirilmesi, epidemiyolojik
arastirmalar ve slirveyans calismalari igin kullanilabilmektedir. Bu testlerin énemli kullanim alanlarindan biri
de tedavi igin segilecek ilaca karar verilmesi ve terapoétik sonucun tahmin edilmesidir. Bu makalede Candida
enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilan antifungal ilaglar ve bu ilaglara karsi gelisen direng mekanizmalari ile
antifungal direncin belirlenmesinde kullanilan standart yéntemler ve rutin laboratuvar testlerindeki giincel
durumun bir 6zeti sunulmustur.

Anahtar Kelimeler: Disk diftizyon, Mikrodilisyon, Direng, CLSI, EUCAST.

Abstract

Candida species can colonize the normal flora of the gastrointestinal system and genitourinary tract
and can also be found in healthy human skin commensally without harming the host. However, when the
normal microbiota balance is disturbed or immunity is weakened, overgrowth of Candida species can lead to
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tissue damage and the emergence of opportunistic infections. Over the past few decades, advances in various
medical procedures and treatment protocols have led to an increase in the lifespan of critically ill patients, as
well as the number of immunocompromised individuals susceptible to invasive fungal infections and others in
the risk group. Candida species are responsible for approximately 80% of hospital-acquired invasive fungal
infections and rank fifth among nosocomial bloodstream infections, according to recent and comprehensive
epidemiological studies. It is critical to quickly remove the focus of infection and administer appropriate
antifungal therapy in the management of these infections that may course with high mortality. Antifungal
drugs are very important tools in modern medical management of mycoses and exist as drug groups with
different pharmacological properties. The most important problems limiting the use of antifungal drugs are
dose-related toxicity and drug resistance problem. The spread of antifungal-resistant strains in the population
is also associated with broader problems, such as the restriction of treatment options in the ever-increasing
population of immunocompromised patients, because the speed of clinical trials for the development of new
antifungal drugs is lower than the incidence of drug resistance. Antifungal susceptibility tests can be used for
the development of new drugs and for epidemiological research and surveillance studies. Also, one of the
important uses of these tests is deciding on the drug to choose for treatment and predicting the therapeutic
outcome. This article provides a summary of the current situation about antifungal drugs used in the treatment
of Candida infections and resistance mechanisms against these drugs, also standard methods and routine
laboratory tests used in the determination of antifungal resistance.

Keywords: Disk diffusion, Microdilution, Resistance, CLSI, EUCAST.

Giris bilinen tir sayisi ise 20'nin Gzerindedir [1,3]. Bu

makalede Candida tlrlerinin neden oldugu

Mantarlar geleneksel ve morfolojik olarak

maya ve filamentli formlar (kif) seklinde enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan antifungal
siniflandirilan  6karyotik mikroorganizmalardir. ilaclar, bu ilaclara direng mekanizmalar ve
insanlar icin patojen olan mantar tiirleri genellikle ~ antifungal  direncin  saptanmasinda kullanilan

duyarlihk testlerindeki giincel durumun bir 6zeti
sunulmustur.

pleomorfiktir ve mayalar, filamentdéz mantarlar ve
dimorfik fungal patojenler olmak (zere ¢ ana
gruba ayrilmistir. Dimorfik mantar patojenler
37°C'nin altindaki sicakhklarda filamentdz (hifal)
bir yapi sergilerken, insanlarda enfeksiyona neden Antifungal tedavide kullanilan ilaclar etk
olduklarinda “37°C'nin (izerindeki sicakliklarda”  SPektrumu, farmakolojik ozellikleri, toksisite ve
maya formunda goriliifler [1]. Bu karakteristik potansiyel ilag-ilag etkilesimleri yéntnden farkl

ozellikleri sergileyen tiirlerden biri olan Candida  OZelliklere  sahiptir. — Ornegdin, ekinokandinler
albicans da dimorfik bir mantar tiirii olarak Candida turlerine karsi gugli aktivite sergilerken,

tanimlanmaktadir [2]. Candida tirleri, cevresel yeni triazoller Aspergillus tirlerini ve filamentéz

ortamlardan yaygin olarak izole edilen ve her patojenleri de igeren genigletilmis bir aktivite
yerde bulunabilen Mevcut spektrumu sunarlar [4]. Bir diger 6nemli konu ise

taksonomilere gére Candida cinsinde yaklasik 200 ilac etkilesimleri ve olasi toksisite durumlaridir.

askomicetdz ve genellikle aseksiiel olarak ¢ogalan Bircok triazol hepatik CYP450 enzimleri ile

maya tirt bulunmaktadir. Bu tirlerden birkaci ise metabolize edildidi icin triazol tedavilerinde ilag-
insan kommensal florasinin bir parcasi olarak ilag etkilesimleri sik karsilasilan bir durum olup,

Antifungaller

mayalardir.

bulunur [1]. Ornedin, C. albicans, C. glabrata ve
C. tropicalis gibi bazi Candida turleri, saglikli
insanlarin  normal gastrointestinal
florasinda bulunabilirken, C. parapsilosis, C.
famata ve C. guillermondii gibi bazi turler de
deride kommensal olarak yasayabilmektedir.
Candida turleri arasinda siniflandirilan maya
tirlerinden insan enfeksiyonlari ile iliskili oldugu

ve genital

yaygin enzim polimorfizmleri 6ngoriilemeyen ilag
seviyelerine yol acabilmektedir [4].

Candida enfeksiyonlarinin tedavisinde yaygin
kullanilan antifungal ilaglar ve geleneksel tedavi
yaklagimlarinda karsilasilan 6nemli sorunlardan
biri de ilag dozu ve dozaj sikligini sinirlayan gesitli
yan etkilerdir [5]. Bu problemle basa c¢ikma
yollarindan biri insan vicudu igerisinde yeni ilag
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dagitim sistemleri ile duslik doz ilag kullaniminin
saglanmasi ve yan etkilerin hafifletiimesi iken, bir
diger secenek ise distk yan etkili yeni ilaglarin
gelistiriimesidir [5,6]. Candida enfeksiyonlarinin
ybnetiminde etkili yaklagsimlardan biri de tdr
dizeyinde laboratuvar tanimlamasi ve duyarlihk
testleri ile uygun tedavi ydnteminin segimini
yonlendirmek ve antifungallere direngli kokenlerin
yayginlasmasi ile iliskili olan ve olumsuz yan
etkiler nedeniyle hastalar igin ek risklere neden
olan gereksiz ilag kullaniminin azaltilmasini
saglamaktir.

1. Polien tiirevleri

Polienler bir toprak aktinomiceti olan
Streptomyces nodosus'un dodal Urlnleridir. Bu
grupta yer alan molekillerden sistemik mantar
enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilabilen tek
ilac amfoterisin B’dir [4]. Grupta yer alan diger bir
ilag olan Nistatin ise S. noursei suslari tarafindan
Uretilen bir membran aktif polien makrolitidir ve

sadece topikal olarak kullanilabilmektedir [7].
1.1. Amfoterisin B

Ilk spesifik antifungal ilag olarak tanimlanan
amfoterisin B deoksikolat 1958'de kullanima
sunulmustur. Amfoterisin B deoksikolat glgcli ve
genis spektrumlu bir antifungal aktivite sunarken,
ciddi renal toksisite ve inflizyon reaksiyonlari ile
iliskiliydi. Sonraki donemlerde ilacin neden oldugu
toksisiteyi sinirlandirmak ve tolere edilebilirligini
gelistirmek igin amfoterisin B’nin lipit bazh
formulasyonlari gahsiimistir ~ [4].
Amfoterisin B, orijinal deoksikolat formulasyonu
ve lipit bazl iki (lipozomal
amfoterisin B ve amfoterisin B lipid kompleksi)
olarak gelistirilmis ve kullanima sunulmustur.
Doérdinct bir formilasyon olan amfoterisin B
kolloidal dispersiyon (ABCD)
Uretilmemektedir.

Uzerinde

formulasyon

ise glunidmizde

Etki mekanizmasina bakildiginda amfoterisin
B, hicre zarinda bulunan ergosterol ile hidrofobik
etkilesimlere girer ve membran fonksiyonlarini
bozar. Membranda olusan gdzenekler potasyum
akisina neden olarak (hicre igi potasyum kaybr)
hicrenin 8limune neden olur [8]. Amfoterisin B,
Candida turleri, Fusarium tirleri, Mukor tlrleri,
Scedosporium turleri, Aspergillus fumigatus,
Cryptococcus neoformans, Blastomyces
dermatitidis, Coccidioides immitis ve Histoplasma

capsulatum da dahil olmak Gzere tibbi 6nemi olan
bir dizi maya ve filament6z mantar patojene karsi
aktivite gosteren en giglu antifungallerden biridir
[4].

1.2. Nistatin

Bir diger polien tlrevi olan nistatin, oral
yoldan uygulandiginda gastrointestinal sistemden
emilmedidi icin bu Ozelligi ile toksik yan etkilere
neden olmadan topikal olarak kullanilabilen bir
ilac olmustur. Nistatin oral slispansiyon, topikal
krem ve oral pastil gibi gesitli formlarda bulunur.
Nistatin, amfoterisin B, mikonazol ve klotrimazol

gibi topikal antifungal ajanlar, tipik olarak
komplikasyonsuz oral kandidiyazis vakalari igin
birinci basamak tedavi secenedi olarak

Onerilmektedir. Nistatinin topikal kullanimi dis
hekimliginde yaygin bir uygulama yolu olup, ilag
etkilesimlerinin gorilme sikliginin dislik olmasi ve
kabul edilebilir maliyeti ile oral ve sistemik
kandidiyazis profilaksisinde
Nistatin  dzellikle
yenidodanlar ve bebekler ile AIDS (acquired
immunodeficiency syndrome) hastalari, kanser

ayrica onemlidir.

gelismekte olan (lkelerde

hastalari ve organ nakli alicilari gibi immun sistemi
baskilanmis hastalarda profilaksi amaciyla da
kullanilmaktadir [7].

2. Azoller
Antifungal etkili azol grubu molekdller fungal
enfeksiyonlarin yaygin

kullanilan bir diger o6nemli ilag sinifidir. Azol
halkasindaki azot

tedavisinde olarak

atomlarinin  sayisina gore
imidazoller (klotrimazol, ketokonazol, mikonazol)
ve triazoller (flukonazol, itrakonazol, vorikonazol,
posakonazol, isavukonazol) olarak adlandirilan bu
ilaglar, Cl4-a sterol demetilaz enzimini inhibe
ederek ergosterol sentezini bozarlar. Bu sulrecte
hicre zarinda sterol oncullerinin birikmesi ve
membran  akiskanligini, plazma  membran
biyogenezi ve fonksiyonunu dlzenleyen temel
membran steroli olan ergosteroliin azalmasi ile
hlicre zarinin bitlnligu bozulur. Kutanéz mantar
enfeksiyonlari veya vajinal kandidiyazis tedavisi
icin ticari formda birgok topikal azol (ketokonazol,
mikonazol, klotrimazol, butokonazol, tiyokonazol,
terkonazol) ilaci mevcuttur. Orijinal azol ilaglar
(ketokonazol, mikonazol) sistemik tedavi amaci
ile kullanildiklarinda énemli toksisite gésterirken,
flukonazol, itrakonazol, posakonazol, vorikonazol,
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isavukonazol gibi yeni triazoller gelistirilmis bir
glvenlik profiline sahiptir. [4].

2.1. Flukonazol

Flukonazol, C. albicans, C. parapsilosis, C.
tropicalis, C. lusitaniae ve C. dubliniensis de dahil
olmak Uzere tibbi dnemi olan bircok Candida
tartne kars! aktiftir. C. glabrata, C. guilliermondii
ve C. rugosa icin MIK (minimal inhibitor
konsantrasyonu) degerleri diger tlrlere kiyasla
daha yuksektir. Flukonazol C. krusei'ye kars etkili
dedildir. C. neoformans'a karsi ise mikemmel
aktivite gdsterir. Her ne kadar aktivite spektrumu
dimorfik patojenleri (B. dermatitidis, C. immitis ve
H. capsulatum) kapsiyor olsa da, flukonazol igin
MiK degerleri dier mevcut azollere (itrakonazol,
posakonazol, vorikonazol, isavukonazol) kiyasla
anlamli derecede yulksektir. Bununla beraber,
flukonazol, koksidioidomikoz disindaki dimorfik
patojenlerin oldugu enfeksiyonlarin
tedavisinde daha az kullanilmaktadir. Flukonazol,
Aspergillus spp., Fusarium spp., Scedosporium
spp. veya mukorlara karsi ise etkin degildir [4].

neden

2.2. Itrakonazol

Flukonazol gibi, itrakonazol de ¢cogu Candida
tirtne karsi etkilidir ve C. glabrata ve C. krusei
icin daha yiksek MIK degerleri
Itrakonazoliin aktivite spektrumu B. dermatitidis,
Sporothrix schenckii, H. capsulatum, Coccidioides
spp. ve Paracoccidioides spp. gibi dimorfik mantar
patojenleri de kapsar. Itrakonazol ayrica, A.
fumigatus, A. flavus, A. nidula ve A. terreus dabhil
olmak Uzere bircok Aspergillus tirline karsl da
etkilidir. Ancak, ve Mukor
turlerine karsi dusuk aktivite gosterir [4].

gosterir.

Fusarium tirleri

2.3. Vorikonazol

Azol grubu ilaglar arasinda yaygin kullanilan
bir antifungal olan vorikonazol; flukonazol ve
itrakonazole benzer sekilde birgok Candida tirune
karsi aktivite gosterir. Vorikonazol, ek olarak,
flukonazol direngli C. glabrata suglarinin bir alt
grubuna karsi da aktivite gdésterir. Vorikonazol
Candida disinda ayrica Cryptococcus
tuirlerine ve B. dermatitidis, C. immitis ve H.
capsulatum gibi dimorfik mantar patojenlere karsi
da etkilidir. Ayrica, amfoterisin B'ye direngli A.
terreus de dahil olmak Uizere codu Aspergillus
tirine karsi guglu aktivite gésterir. Vorikonazolin
aktivite

turleri

spektrumu  Fusarium  tlrleri  ve

Scedosporium tlrlerini de kapsar, ancak Mukor
tlrlerine karsi aktivitesi dlsuktur [4].

2.4. Posakonazol

Posakonazol C. albicans, C. parapsilosis, C.
tropicalis ve C. lusitaniae tirleri de dahil olmak
Uzere codgu Candida turune karsl etkin olup, C.
krusei, C. glabrata ve C. guilliermondii icin daha
yiksek MIiK degerlerine sahiptir. Posakonazol de
vorikonazol gibi, flukonazol direncli izolatlarin bir
alt grubuna karsl aktivite gosterir, ancak bu
organizmalar igin daha yiiksek MIK degerleri
gozlenir. Posakonazolin aktivite spektrumu
Cryptococcus tirleri, C. immitis, B. dermatitidis ve
H. capsulatum'u da kapsamaktadir. Posakonazol
A. fumigatus, A. flavus, A. niger ve A. terreus da
dahil olmak Uzere Aspergillus tirlerine karsi gugli
aktivite gdosterir. ayrica Mukor
tlrlerinin bircoguna karsi da etkilidir [4].

Posakonazol

2.5. Azol grubu diger ilaglar

Isavukonazol C. glabrata ve C. krusei de dahil
olmak Uzere codu Candida turine ve vyaygin
Aspergillus tirlerine karsi etkilidir. MIiK degerleri
vorikonazol igin gb6zlemlenenlere
posakonazol icin gézlemlenenden daha ylksektir.
Isavukonazol, dimorfik mantar patojenlerinin yani
sira, Cryptococcus tirlerine karsi da gligli aktivite
gosterir. kapsul ve
intravendz ¢ozelti halinde ticari formulasyonlari
mevcuttur [4]. Ketokonazol tinea korporis, tinea
kruris, tinea pedis, tinea versikolor, kutanéz
kandidiyazis ve seboreik dermatit tedavisinde
topikal kullanim igin onaylanmis bir antifungaldir.
Kronik mukokutandz kandidiyazis ve pamukguk
(thrush) da dahil olmak Uzere bazi oral Candida
enfeksiyonlarinin tedavisinde de kullanilmaktadir
[9]. Mikonazol ve
mukokutandéz mikozlar, vulvovajinal kandidiyaz
ve orofaringeal kandidiyaz tedavisinde topikal
olarak kullanilan azol grubu dider antifungal
ilaglardir [9].

benzer ve

Isavukonazoliin  oral

klotrimazol kutandéz ve

3. Pirimidin sentez inhibitérii: Flusitozin

Piyasaya 1973 yilinda sirilen bir pirimidin
analogu olan flusitozin Candida ve Cryptococcus
turlerine karsi etkindir. Flusitozin florlanmis bir
pirimidindir (5-florositozin) ve oral kapsul seklinde
kullanilir. Flusitozin mantar hicre membranindaki
sitozin permeaz ile hicre igine alinir ve sitozin
deaminaz ile hicrede fluorourasile dénudsturalir.
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Fluorourasil nikleik asit sentezini bozar (DNA ve
RNA-ribo nikleik asit) ve sonugta protein
sentezini de etkiler. Kullanimi ilaca direng ve
toksisite (kemik iligi baskilanmasi ve karaciger
toksisitesi) nedenleri ile sinirhdir [4]. Spektrumu
C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis ve C.
tropicalis dahil olmak Utzere bircok Candida tirini
icerir. C. krusei ve C. lusitaniae turleri de etki
spektrumunda yer almaktadir, ancak MiIK
dederleri daha yiksektir. Bu etkinligine ragmen,
flusitozin kandidiyazis tedavisinde nadiren tek
basina kullanilir, ¢linki monoterapi hizli direng
gelisimine neden olur. Flusitozinin en é6nemli klinik
kullanimi ise kriptokokal menenjit tedavisidir,
indiksiyon ddéneminde amfoterisin B ile birlikte
uygulanir [4].
4. Ekinokandinler

Ekinokandinler bir yag acil yan zincirine bagh
N siklik hekzapeptitlerden olusan bir yari sentetik
lipopeptit sinifidir. Bu bilesikler bircok mantar igin
esensiyal bir komponent olan mantar hicre duvari
polisakkariti B-1,3 glukan sentezini inhibe ederek
hicre duvar yapisini bozarlar. Ekinokandinler
invaziv mantar enfeksiyonlarinin 6nlenmesi ve
ampirik tedavisinde etkilidirler. Candida turleri igin
fungisidal aktivite gosterirler. Aspergillus turleri
icin ise, esasen hlicre duvar blyumesini hifal ug
bélgesinde inhibe eder ve fungistatik bir etki
olustururlar. Glnumulzde yaygin kullanilan (g
ekinokandin tlrevi kaspofungin, mikafungin ve
anidulafungindir [4]. Kaspofungin, mikafungin ve
anidulafungin benzer aktiviteler géstermektedir.

Ekinokandinler C. albicans, C. glabrata, C.
dubliniensis, C. tropicalis ve C. krusei de dabhil
olmak Uzere birgok Candida tirine karsi gugli
aktivite gbsterirler. C. parapsilosis ve C.
guilliermondii igin, MIK degerleri genellikle daha
yuksektir, ancak bu enfeksiyonlarin klinik tedavisi
icin genellikle faydali ajanlardir. Ekinokandinler

gastrointestinal sistemden zayif bir gekilde
emilirler ve bu nedenle bu ilaglarin sadece
parenteral formilasyonlari bulunur [4].

Ekinokandinler hastalar tarafindan genellikle iyi
tolere edilen ve disitk yan etkileri olan ilaglardir.
Yapilan calismalar bu ilaglarin amfoterisin B veya
triazollere kiyasla daha yiksek sag kalim oranlari
ile iliskili oldugunu da gostermistir, oyle ki

ekinokandinler bu o6zellikleri ile kandidemi ve
invaziv kandidiyazis tedavisinde birinci basamak
antifungal ilaglar olarak 6énerilmektedir [9]. Uzun
etkili ve guvenli bir ekinokandin turevi olan ve
henliz gelistiriimekte olan rezafungin ise faz 2
deneysel calisma asamasindadir [10].

5. Alilaminler

Alilaminler azollere benzer sekilde ergosterol
sentezini inhibe ederler, ancak azollerden fakl
olarak daha erken bir asamada etki gdsterirler. Bu
ilaglar skualen epoksidaz enzimini inhibe ederek
hicre zarn olusumunda goérev alan lanosterol
Onclsu bir molekil olan skualenin sentezini
engeller ve boéylece hicre zarl butunltginin
bozulmasina yol acarlar [9,11]. Butenafin, naftifin
ve terbinafin bu sinifta yer alan ilaglardir [11].
FDA (The United States Food and Drug
Administration) tarafindan 1996 yilinda kullanim
onay! alan terbinafin baslica sistemik olmayan
mantar enfeksiyonlar icin lokal tedavide endike
olsa da, hem topikal hem de sistemik kullanim igin
onaylanmistir. Topikal terbinafin tinea pedis,
kruris ve korporis tedavisi icin onaylanmistir. Oral
formiulasyonlari onikomikoz (tinea unguium) ve
tinea kapitisin sistemik tedavisinde endikedir.
Terbinafin lenfokutandéz ve kutandz sporotrikoz
tedavisinde de kullanilmaktadir [12].

6. Diger antifungaller

Griseofulvin, polimerize fungal mikrotibdullere
baglanan, boéylece de-polimerizasyonu inhibe
eden ve fungal replikasyonunun
basarisizligina yol acan mitotik bir inhibitordir.
Griseofulvin deri, sag ve tirnakta gelisen ve topikal
tedaviye direng gdsteren dermatofitozlarin
sistemik tedavisinde kullanilmaktadir [12].
Siklopiroks, kinolin tidrevi antifungal bilesikler,
potasyum iyodir, c¢inko pyrithione, oxaborole,
tavaborole, yeni azol ve ekinokandin tlrevleri,
antimikrobiyal peptitler gibi ¢ok sayida farkli
antifungal ilag da farkli endikasyonlarda
kullanilmakta veya denenmektedir [6,11-13].
Fungal sfingolipitler, GPI-ankor (GPI; glikozil-
fosfatidil-inozitol) biyosentezi, farnesil transferaz,

hiicre

kalsinérin, Hsp90, asetil transferazlar ve
deasetilazlar ve TOR protein kinazlar gibi
antifungal molekiller ve enzimler ise yeni

antifungal hedefler olarak 6éne gikmaktadir [14].
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Ekinokandinle

Mantar hiicre duvari igin

esensiyal bir polisakkarit olan
(-1,3 glukan sentezinin
inhibisyonu.

B-1,3-glukan sentaz FKS1
ve FKS2 alt birimlerinin
modifiye edilmesi,

Efliiks pompalari,

ilag yikim yolaklari.

Yag
globult

Ergosteral azalmasi,
Membran sterol

iceriginde degisiklik,
ERG3 mutasyonlari.

O—&
Hicre zarinda bulunan
ergosterol ile hidrofobik
etkilesime girerler ve
olusan gozenekler hiicre
ici potasyum kaybina ve
hiicre 6limiine neden olur.

Hiicre duvari

,--'
Pirimidin analoglar

Iallfelaallallsl; Skualen epoksidaz enzimini inhibe ederek hiicre zari olusumunda gérev alan
e _O ve Ianosterol onciisii olan skualen sentezini engeller ve hiicre zari

Niikleus

§§§ff§§§f?§§; C14-a sterol demetilaz
ve FKS2 gen r= enzimini inhibe ederek
mutasyonlar. ergosterol sentezini
bozarlar.

ERG11 gen mutasyonlari,
Efflux pompalari,

*«» ERG2, ERG6, ERG24 gen
mutasyonlari,

ERG3 mutasyonlari.

Sitozin permeaza
bagl ilag aliminda
azalma.

Nikleik asit (DNA ve RNA)
sentezini ve protein sentezini
bozarlar.
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Sekil 1. Kandidoz tedavisinde kullanilan ilaglarin hiicresel hedefleri ve antifungal direng mekanizmalari.

Candida Tiirlerinde Antifungal Direng

Antifungal ilaglar; tabletler, c¢ozeltiler veya
suspansiyonlar halinde tatbik edilen geleneksel
dozaj formlari olarak mevcuttur. Bununla beraber,
direng gelisiminin getirdigi sinirlamalar ilag
etkinliginin azalmasina veya kaybina yol agmakta
ve ylksek doz ilag uygulamalari ve artan dozaj
sikhdi sonucunda ortaya cikan yan etkiler ve
toksisite gibi hastalari dogrudan etkileyen
olumsuz sonuglara neden olabilmektedir [5].
Antifungal direng tanimi, hem ilacin etkinlik
spektrumunu belirleyen intrensek direnci (dogal
direng) hem de ekstrensek direnci (kazaniimis
direnc) igerir. Bir diger sorun ise bir antifungal
ilaca direng gelistiginde, yolla etki
goOsteren diger ilag veya ilaglarinda etkilenmesiyle
sonuglanan gapraz direng gelisimidir [4]. Coklu
antimikrobiyal ilag direnci diger mikroorganizma
tirlerinde oldugu gibi, mantarlarda da karsimiza
¢gilkan ciddi bir tehdit haline gelmektedir [6].
Antifungal dirence neden olan molekiler
mekanizmalar karmasiktir ve tedavi sureglerinde
mantar hiicreleri toksik ilaglarin varligina adapte
olmaya calisirlar. Molekuler direng stratejileri ilag
hedeflerindeki mutasyonlar ile ilaglara olan
afinitenin azalmasi, efliiks sisteminin ekspresyonu

benzer

ile ilag hedefi olan proteinlerin asiri Gretimi, ilgili
genin promotdr bdlgesinin modifikasyonu, ilag
yikimi ve polimorfik ilag yanitlari gibi farkh
mekanizmalari igerir (Sekil 1) [6].

1. Amfoterisin B direnci

Amfoterisin B, daha yliksek MIiK degerlerine
sahip oldugu bilinen C. lusitaniae disindaki gogu
Candida turine kars! aktivite gésterir [4]. Polien
direnci genellikle ergosterol biyosentez geninin
fonksiyon kaybina atfedilebilen ergosteroliin
azalmasini ve ERG3 mutasyonlarini igerir [6].

2. Azollere direnc

Flukonazol tibbi 6nemi olan Candida tirlerinin
coguna karsi etkili bir ilag iken, bu ilaca karsi dogal
direngli bir tiir olan C. krusei'ye karsi aktif degildir.
Ekstrensek triazol direng orani ise O6zellikle C.
glabrata icin artis egiliminde olup, gectigimiz on
yil boyunca, flukonazol direngli C. glabrata
suslarinin sikhidi %9'dan %14'e yikselmistir. Azol
gapraz direncinin bir sonucu olarak, flukonazol
direncli codu izolat ayni zamanda vorikonazole de

direng gdstermektedir [4].
Mayalarda azollerin hedef enzimi olan
“lanosterol 14a-demetilaz” enzimi ERG11 geni

tarafindan kodlanir. Dolayisiyla, bu genin nokta
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mutasyonlari, azol baglanma bolgesinin yapisini
degistirerek ilacin enzime badlama egilimini
azaltabilir veya yetersiz hale getirebilir [6]. Azol
grubu ilaglarin hedefi olan lanosterol 14a-
demetilaz gen mutasyonu Aspergillus, Candida ve
Cryptococcus turlerinde azol direncinin temel
mekanizmasidir. Aspergillus tirleri igin bu durum
genellikle azol grubu ilaglarin timune Kkarsi
dirence neden olurken, Candida turleri igin, bu ilag
hedefinin modifikasyonu pan-azol direnci, tek
basina flukonazol direnci veya bir azol alt grubuna
direng gelisimi ile sonuglanabilir. ikinci bir direng
mekanizmasi akis (efflux) pompalarinin artigi ile
hicre ici ilag seviyelerinin azalmasi sonucunda
azol grubu ilaglara direng gelismesidir [4]. Azol
direnci ile iligkili Gglincl bir dnemli mekanizma ise
ergosterol biyosentezindeki dedisiklikleri igerir.
ERG2, ERG3, ERG6 ve ERG24 gibi ergosterol
biyosentezi genlerindeki mutasyonlar azol grubu
ilaglara duyarliigin azalmasi ile sonuglanabilir.
Ergosterol biyosentez yolundaki dedisiklikler
nedeni ile ergosterol seviyelerindeki dislis azol
ilaglarin terapdtik
ergosterol Onlemede vyetersiz hale
gelmesi ile sonuglanir [6].

tlrevi normal dozlarda

sentezini

3. Flusitozin direnci

Flusitozin, cogu Candida turine karsi aktivite
gosterse de tek basina kullanildiginda bu ilaca
karsi hizli bir sekilde direng gelismektedir. Bu
nedenle, bu ilag
amfoterisin B gibi gugli bir antifungal ilagla
birlikte uygulanabilmektedir. C. albicans izolatlar
arasinda direng oraninin %10'a yakin oldugu ve
direng mekanizmasinin siklikla sitozin permeaza
bagh ilac alimindaki azalma ile iliskili oldugu
bildirilmistir. Bunun disinda tedavi sirasinda,
flusitozini, bu ilacin toksik metabolitleri olan 5-
fluorourasil ve  5-fluorouridin  monofosfata
dénulstiren enzimlerdeki mutasyonlarin da direng
gelisimi ile ilgili olabilecegi diislinGlmektedir [4].

ancak belirli durumlarda

4. Ekinokandinlere direng

Ekinokandinlere karsi direng, genellikle, -
1,3-glukan sentazin FKS1 ve FKS2 alt
birimlerindeki amino asit rezidllerinin modifiye
edilmesi, efliks pompalart ve ilag yikim
(degradation) yolaklari ile kazanilir. Katalitik alt
kodlayan FKS1 ve FKS2'deki
glukan sentaz aktivitesinde

Unite genlerini
mutasyonlar,

dramatik bir azalma ile sonuglanabilen amino asit
degisikliklerine neden olabilir. FKS1 ve FKS2
amino asit rezidilerindeki degisiklikler mantar
tlrlerine bagh olarak farklihk gésterebilir, ancak
bu degisiklikler ayni zamanda ekinokandin
direncine de neden olabilmektedir [6].

Antifungal Duyarhlik Testleri

Antifungal direnc mekanizmalarinin bilinmesi
ile direngli izolatlarin tespiti ve in-vitro &6lgim
sistemlerinin verdigi sonuglarin dogrulanmasi
mimkldn olmustur. Antifungal duyarhlik testleri
antibakteriyel testlere gére daha az gelismis ve
daha az kullanilmaya devam etse de bu testlerin
icin buaylk o6lclide antibakteriyel
bilimsel

validasyonu

edilen verilerden
[15]. Antifungal ilag direnci
genellikle, standart bir protokole gdre belirli bir
zaman aralidinda test edilen belirli bir ilag
konsantrasyonunda bir mikroorganizmanin
cogalmasinin 6lclildigu MIK degeri ile belirlenir.
Mikroorganizmanin 6nemli  bir
azalmaya ya da godalmanin tam olarak inhibe
edilmesine yol acan en duslk ilag konsantrasyonu
MIK degeri olarak ifade edilir. Antifungal duyarlilik
testlerinin verdigi sonuclar mantar inokulumunun
konsantrasyonu, ortamin kompozisyonu ve pH',
inkbasyon sicakhdi ve inkiibasyon siresi gibi
bircok teknik faktdrden etkilenmektedir. Oyle ki,
antifungal duyarhlik testleri 1990'li yillarin erken
donemlerine kadar standartlastirilamadi ve bu
nedenle s6z konusu testlerin laboratuvar igi ve
laboratuvarlar arasi tekrarlanabilirligi zayifti [16].
Standartlastirlmis  antifungal duyarlihk test
yontemlerinin gelistiriimesi son yillarda Uzerinde

testlerden elde
yararlaniimistir

cogalmasinda

yodun arastirmalarin yapildigi bir konu olmustur.
NCCLS (National Committee for  Clinical
Laboratory Standards; simdiki adi ile Clinical
Laboratory Standards Institute, CLSI) tarafindan
gecmiste mayalar igin M27-A’da (1997) ve kifler
icin M38-P’de broth mikrodiliisyon temelli referans
ybntemler tanimlanmistir [17,18]. Daha sonraki
yillarda NCCLS M27-A yapilan
guncellemelerle bu standartlarin A2 ve A3 (CLSI
M27-A3) versiyonlan yayimlandi [15,16,19,20].
Amerika Birlesik Devletleri'nde (ABD) CLSI ve
Avrupa’da EUCAST (European Confederation of
Antifungal Susceptibility Testing) bunyesindeki
bilimsel komiteler tarafindan tanimlanan in-vitro

Uzerinden
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test metodolojileri antifungal duyarhlik testleri igin
referans yontemler olarak kabul edilmektedir
[21]. GUnimUzde standart olarak kabul edilen iki
test yontemi CLSI M27-A3 ve EUCAST-AFST
(Antifungal Susceptibility Testing Subcommittee
of EUCAST) mikrodilisyon yontemleridir [16].
Standartlari tanimlanmis bir diger antifungal
duyarlihk test vyontemi ise disk diflizyon
yoéntemidir. CLSI tarafindan 2017 yilinda hem
mikrodilisyon hem de disk difiizyon yontemi
standartlarinin birlestirildigi CLSI M60 rehberi
yayimlanmistir [22].

Antifungal duyarliik testlerinin sundugu
sonuglarda standardizasyon saglanmasina yonelik
cabalara ragmen yontemler arasinda farkli
sonuglar elde edilebilmektedir [21]. Direngli bir
susun duyarl olarak raporlanmasi “c¢ok biylk
hata” (very major error, VME), duyarli bir susun
direncli olarak raporlanmasi “bliyldk hata” (major
error, ME) ve ydntemlerden biri ile DBD olarak
tanimlanan bir susun diger bir yontemle direncli
ya da duyarli olarak raporlanmasi ise “kligik hata”
(minor error, mE) olarak tanimlanmaktadir [10].

1. Diliisyon ydntemleri

Maya ve kiflerin antifungal ajanlara
duyarliigini belirlemek igin kullanilan sivi besiyeri
(broth) veya kati besiyeri (agar) temelli dilisyon
yoéntemleri mevcuttur [16]. Bu yontemlerin genel
prensibi seri dilisyonu
oranlarda antifungal iceren besiyerlerinin (sivi
besiyeri tupleri, mikrokuyucuklu plakalar veya

agar besiyeri) kullanilmasini igerir [23].

yapilmis ve azalan

1.1. Makrodiliisyon

Broth makrodiliisyon yéntemi, test edilecek
mayanin Uretilme ortami (sivi
antifungal bir maddenin artan konsantrasyonlarini
iceren bir dizi test tupine inokllasyonunu igerir
[23]. Makrodilisyon testi icin, Gremedeki belirgin
azalmanin “ldreme kontrolinin 1:5 oraninda
seyreltilmesinin tlrbiditesine” esdeder oldugu
go6sterilmistir. Bu son nokta ayni zamanda Greme
kontrolline gére cogalmada %80 azalma olarak da
ifade edilebilir. Bununla birlikte, mikrodillisyon
formati  kullanildiginda ve spektrofotometrik
okuma yapildiginda, %80 kuralinin asiri kisitlayici

besiyeri) ve

oldugu ve gorsel son noktaya en iyi yaklasan
dederin “spektrofotometre %50
inhibisyonu” oldugu dederlendirilmektedir [15].

ile Uremenin

1.2. Mikrodiltisyon

Broth mikrodilisyon yo6nteminin prensibi
makrodilisyon ydntemine benzerdir, ancak test
tlplerini kullanmak vyerine, mikrobiyal {reme-
codalma 96 kuyucuklu bir mikrotitre plakasinda
gerceklestirilir ve son nokta, maya ¢odalmasinin

onceden belirlenmis bir dereceye dustiugu
kuyudaki konsantrasyon olarak okunur [23].
Halen, maya ve kiiflerin antifungal ajanlara

duyarhligini belirlemek icin ilki CLSI ve ikincisi
EUCAST-AFST tarafindan gelistirilmis olan iki
uluslararasi standart metodoloji mevcuttur. Her
iki prosedirin de kurum igi ve kurumlar arasi
tekrarlanabilirligi yuksektir ve bu yontemlerle
dusik ve yiiksek MIK dederlerine sahip tirleri
antifungal ilaglara gére tanimlamak mimkindur.
Bu iki yontem inokulim, kullanilan besiyeri ortami
ve MIK dederi okumalari yénlerinden farkliliklar
icerir [16]. Ornegin; CLSI M27 ydntemi, Candida
tarleri icin 48 saatte bir son nokta (end point)
okumasini o6nerir. Bununla beraber, izolatlarin

bircogu icin, 24. ve 48. saatlerde okuma
arasindaki fark minimumdur ve testin yorumunu
(yani, izolatin duyarli veya direngli olarak

gruplandirilmasini) degistirmemektedir. Yapilan
calismalar 24 saatlik okumalari da icermeye
baslamistir, ¢linkii MIK degeri siklikla 24. saatte
okunabilmektedir ve 24. saatte yapilan okumalar
bazi izolatlar icin klinik olarak daha uygun ve
anlamli olabilmektedir [15].

2. Diftizyon yéntemleri

Baglica E test ve disk difizyon yontemlerini
icerir. E test yodntemi belirli bir gradyanda
antifungal emdirilmis 6zel seritler kullanilarak
gercgeklestirilirken, disk difizyon ydnteminde
kullanilan her bir disk sabit miktarda antifungal
madde icerir. Ancak ayni antifungal ilacin farkh
miktarlarda emdirildigi diskler kullanilarak farkl
turler icin farkh konsantrasyonlarda duyarhlik
testleri yapilabilmektedir [15,16,23].

2.1. Disk diftizyon

Disk difiizyon ydntemi, bir test organizmasi
ile inokile edilmis bir agar plagina antimikrobiyal
etken madde ile doyurulmus bir disk
yerlestirilerek  gergeklestirilir.  Antimikrobiyal
madde agar igerisine yayilir ve diskin etrafinda bir
gokelti olusturur. Son nokta, mikrobiyal Gremenin
olmadigi disk etrafindaki agikhigin capi olarak
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okunur [23]. CLSI tarafindan Candida tlrlerinin
in-vitro duyarhlik testleri igin 2004 yilinda (M44-
A), 2006 yilinda (M44-S2) ve 2009 yilinda (M44-
A2) tlre 6zgl olmayan direng sinir dederi onerileri
yayimlanirken, 2012 yilinda (M44-S4) ilk kez tire
0zgl direnc dederlerini iceren CLSI direng sinir
dederi onerileri yayimlandi. Son olarak 2017
yilinda yapilan gincelleme ile tlre 6zgu direng
dederlerini iceren ve hem mikrodillisyon hem de
disk diflizyon standartlarinin birlestirildigi yeni bir
versiyon (CLSI M60) yayimlandi [20-22,24].

Flukonazol ve vorikonazol diskleri igin
duyarliik  sinir  degerlerinin  ayrintih  olarak
tanimlandigi disk difizyon ydnteminde codalma
ortami (besiyeri) segimi kritik 6neme sahiptir. Bazi
arastirmacilar %0.2 glikoz ile desteklenmis RPMI
1640 agar kullanmaktadir. CLSI standartlarinda
ise %?2 glikoz ve 0.5-uyg ml metilen mavisi ile
desteklenmis Midller-Hinton agar kullaniimasi
Oonerilmektedir. Disk difizyonu, ayni zamanda
okunmasi kolay ve keskin inhibisyon bdlgeleri
olusturdugu icin ekinokandinlerin maya turlerine
karsi aktivitesini belirlemek igin de uygundur [16].

2.2. E Test (mikrogradient difiizyon)

E test yéntemi (AB Biodisk, Solna, Isvec),
antifungal duyarhlik testi igin onaylanmis ve ticari
olarak satilan bir testtir. MiK degderleri, test edilen
kulture edildigi agar plaka
yerlestirilen antifungal ilag emdirilmis ve kalibre
edilmis bir serit Gzerinde codalma inhibisyon
boélgesinin konsantrasyon gradyani ile kesisme
noktasindan belirlenir.

izolatin Uzerine

Sonuglari dederlendirmede karsilagilan bazi
glclukler olmasina ragmen, standart yontemlerle
yapilan karsilastirmalar bu yéntemin deneyim ve
standartlastiriimis tekniklerle codu Candida tari
ve azol tirevi antifungal ajan igin kabul edilebilir
sonuglar gOstermistir.
beraber bazi turler igin farkh antifungaller ile
disik sonuglar da elde
edilebilmektedir, bu nedenle E test kullanicilarn
lokal prosedirlerini referans
dikkatlice dogrulamalidir [15].

sundugunu Bununla

korelasyonlu

ybnteme gdre

E test teknigi ile
arastirlmasinda besiyeri ortaminin se¢imi de
6nemlidir ve RPMI bazli agarlar en uygun
besiyerleri olarak kabul edilir. Bazi
laboratuvarlarda %2 glikoz ve 0.5 pg/ml metilen

antifungal duyarlihk

mavisi  eklenmis
kullaniimaktadir [16].

Mueller-Hinton agar da

3. Akim sitometri yéntemi

Akim sitometrisi (flowcytometry) antifungal
duyarlihk testi igin olasi bir arac olarak kabul
edilmektedir. Yontem 0&zellikle Candida turlerinin
uygun boyalarla boyanmasi (veya boya almamasi)
ile hasar gérmus mantarlarin hizh bir sekilde tespit
edilmesine izin verir. Son cgalismalar akim
sitometrisi tabanh tekniklerin referans yéntemle
korelasyon potansiyeli oldugunu géstermistir. Bu
yaklasim floresan canlilik boyalari ile mayalar ve
kiiflerde ilaca bagll hasarin dogasini incelemek ve
MIK ve minimum fungisit konsantrasyonu (MFK)
dederlerini belirlemek icin kullaniimistir [15].

4. Ticari yontemler

Kolorimetrik mikrobroth dilisyon temelli bir
antifungal panel olan Sensititre YeastOne (TREK
Diagnostic Systems) yéntemi CLSI metodolojisi ile
karsilastirildiginda olumlu sonuclar alinmistir. ATB
Fungus 2 (bioMe rieux, La Balme-les Grottes,
Fransa) yontemi ise Candida tlrlerinde alternatif
bir diger antifungal duyarhlik testidir. Tam
otomatik bir ticari antifungal duyarhlik test sistemi
olan VITEK 2 (bioMe ‘rieux, Inc., Hazelwood, MO,
ABD) yontemi Candida izolatlari igin CLSI referans
broth mikrodillisyon ydntemi ile uyumlu kantitatif
ve kalitatif sonuglar vermistir. ASTY kolorimetrik
mikrodilisyon paneli (Kyokuto Pharmaceutical
Industrial Co., Ltd., Tokyo, Japan), Candifast
(International Microbio/Stago Group, Milan,
Italya), Integral (Liofilchem
Diagnostics, L'Aquila, italya) ve Fungitest (Bio-
Rad, Paris, Fransa) gibi cesitli ticari antifungal
duyarlilik test sitemleri de ticari olarak erisilebilir
yontemler sunulmustur
[15,16,23].

Sistem Yeast

olarak kullanima

5. Molekller yontemler

Nikleik asit bazli molekiiler tani yéntemleri,
klinik  6rneklerde dustk konsantrasyonlarda
bulunan patojen mantarlarin  hizh  tespiti,
patojenin cins ve tlr seviyesinde tanimlanmasi ve
direng mekanizmalarinin degerlendirilmesi igin
ozellikle uygundur. Steril bir kan 6rnedinde tek bir
enfekte edici genomun dogrudan analizini
kolaylastiran gercek zamanli PCR (Polymerase
Chain Reaction) analizlerini de iceren cok cesitli
molekiler teknolojiler

mevcuttur ve vyakin
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zamanda bu testlerin bazilar ticarilestirilmistir
(Roche LightCycler SeptiFast ve T2 Biosystems
T2Candida gibi) [24]. Molekller teknolojinin
heyecan verici uygulamalarindan biri de tedavi
sirasinda gelisen spesifik diren¢g mekanizmalarinin
dogrudan tespitidir. Ylksek duyarlilik ve
verimlilige sahip alele 0zgl (allele specific)
molekller saptama teknolojisini kullanan gergek
zamanli PCR analizleri ilaca direngli suslarin hizli
saptanmasini saglamakta ve tedavi yoOnetimine
yardimcl  olarak hasta bakimini iyilestirme
potansiyeli tagimaktadir [24].

Genel olarak, her bir in-vitro duyarhlik test
ybnteminin kendi avantajlari ve dezavantajlari
vardir. Referans yéntemler olan EUCAST ve CLSI
standart uygulamasi nispeten glg
ybntemler olup gunlik rutine ydnelik testler
degillerdir. E test yontemler
nispeten pahali yontemler olmakla beraber, belirli
avantajlara sahip alternatif yontemlerdir. Disk
difzyon deneyleri, epsilometre testleri (E test),
kolorimetrik veya otomatize test yaklasimlarinin
ise kullanimi kolaydir ve referans ydntemlerle
kabul edilebilir dizeyde korelasyon gdsterirler
[16,25]. Yeni bir ydéntem olan MALDI-TOF MS
(Matris Destekli Lazer Desorpsiyon/lyonizasyon
Ucus Stlresi Kitle Spektrometresi) temelli
antifungal duyarllik testleri ise umut verici yeni

metotlan

ve molekdller

bir alternatif olarak goruliirken, sadece birkac ilag-
patojen kombinasyonu igin uyarlanmis olmasi
glnimiz igin dnemli bir dezavantaj olup yéntemin
gelistiriimesine ve standardize edilmesine
gereksinim duyulmaktadir [25].

Sonug

Giderek artan oranlarda ortaya g¢ikan invaziv
Candida enfeksiyonlari 6nemli bir halk saghidi
tehdidi haline  geldigi gibi nozokomiyal
enfeksiyonlar arasinda tedavisi giic olan ve énemli
morbidite ve mortalite ile iliskili bir enfeksiyon
grubu olmustur. Bu enfeksiyonlarin ydnetimi
hedeflenmis  antifungal

antifungal tedavi

erken ve tedavi

gerektirirken, stratejisinin
planlanmasinda tir dlzeyinde tanimlama ve
antifungal duyarlilik testlerinin kritik dnem tasidigi
aciktir. Standart referans testlerin veya ticari
duyarllik testlerinin her birinin belirli avantaj ve
dezavantajlari bulunmakla beraber, referans test
yontemlerindeki glincellemeler ve bu yéntemlerle
karsilastirilabilir sonuglar sunan yeni tekniklerin
standardize edilmesi ve yaygin kullanima girmesi
ile mikoloji laboratuvarlarinda tekrarlanabilir ve
karsilastirilabilir sonuglarin elde edilmesi ve tim
bu gelismelerin antifungallere direncli izolatlarin
yayilmasi ile micadelede 6nemli katkilar sunmasi
beklenmektedir.

Cikar beyani: Yazarlar gikar catismasi bildirmemistir. Makalenin igeriginden ve yazilmasindan tek basina
yazarlar sorumludur. Bu makale Sema Nur ALTINTAS'In “Candida Turlerinin Vorikonazol ve Flukonazol
Duyarlilhk Profillerinin Arastiriimasi” baghkli 2021 tarihli Yiksek Lisans tezinden tiretilmistir. Finansal destek:

Bu calismaya finansal destek verilmemistir.
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