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Dogru identifikasyonun onemi

e Patojenin klinik oneminin belirlenmesi
e Hasta bakiminda hekime yardimci olma

e Antimikrobiyal direncin saptanmasi icin uygun
laboratuvar testinin secimi

e Uygun antimikrobiyal tedavinin secimi
e Olagandisi duyarhlik profillerinin belirlenmesi

e Mikroorganizmanin diger hastalar veya
calisanlar icin riskinin belirlenmesi




TSN Database - USA

]
I
i
I
I
I
I
I
1
I
|

«~—— 90.4% of the total isolates represented by 16 taxa

—— 95% of the total isolates represented by 27 taxa

25




|dentifikasyon semalart

e Bakteri identifikasyonu icin kolaylik saglar
ancak limitasyonu bilinmelidir

e Genel bilgi saglarlar, detaylar eksiktir
e Bazen pratik kullanim icin uygun deqildir

e Kriterler semada yer almak i¢gin cok komplike
olabilir

e Taksonomideki degisiklikler nedeniyle
guncelligini yitirebilirler
e Her zaman istisnalar vardir !!!




|dentifikasyon semalart

e Sadece klinik dnemi olan e ASLINDA Bl SORUNUNUZ

. . e YOK GiBl A WIS
izolatlarin identifikasyonu m-,—fﬁ.zgsmmu;ﬁm iciN

maliyet ve igsgucu agisindan Bi SURN TEST YAPALIM...
onemlidir




|dentifikasyon semalart

e Baslica iki gruba ayrilir:
Genotipik ozelliklere gore
Fenotipik 0zelliklere gore olanlar

e Bazl semalar hem genotipik hem de fenotipik
ozellikleri icerir

e Bazi testler (or. Gram boyama) bir cok semanin
icinde yer alirken diger bazi testler tek bir turun
ayirimi icin kullanilir (or. L. pneumophila igin
floresan antikor testi)




Genotipik identifikasyon

e Molekuler teknikler ile bakterinin DNA / RNA
analizi yapilir

e Belli mikroorganizmalar i¢in spesifik olan bir
gen veya nukleik asit parcasi saptanir

e Duyarliliklar ve ozgullukleri yuksektir

e Teknik sayisi giderek artmaktadir ve gelecekte
tanisal mikrobiyolojide daha ¢ok
kullanilacaklardir




Genotipik identifikasyon

e Avantajlari e Dezavantajlari
Hizli (6r. MRSA) Pahall

Antibiyogram gerektirmeyen Primerlere bagimli
(or. Chlamydia) veya uygun Polimikrobiyal

yontemi bulunmayan (0r. . .
Ehrlichia) mo.larda orneklerde yetersiz

Cansiz mo.lari saptayabilir Yanlis pozitiflik

Kulturde uremeyen mo.lar
(Hepatit B, T. whipplei)

Yavas ureyenler (bazi
funguslar mikobakteri,)

Kantitasyon (HBV, HCV, CMV)
Klonalitenin gosterilmesi




Fenotipik identifikasyon

e Bakterinin gozlenebilen fiziksel ve metabolik
ozelliklerine gore yapllir

e En sik kullanilan yontemlerdir

e Bazi ozellikler bakterinin antijenik yapisina
baglidir

e En sik kullanilan fenotipik ozellikler:
Mikroskopik morfoloji ve boyanma ozellikleri
Makroskopik (koloni) morfoloji
Ureme icin gerekli cevresel gereksinimler
Antimikrobiyallere duyarlilik / direng
Nutrisyonel gereksinimler ve metabolik ozellikler




Fenotipik identifikasyon

e Ureme o6zelllikleri, mikroskopik morfoloji
ve tek test sonuclari (or. Katalaz)
bakterileri genel gruplara ayirabilir

e Ancak ileri tanimlama icin metabolik
ozelliklerin yer aldigi semalarin
kullanilmasi gereklidir




Fenotipik identifikasyon

e Identifikasyon sistemleri genellikle 4

major komponenti icerirler:

Uygun testin ve inokllasyonun secilmesi
Substrat kullanimi veya ureme inhibitorleri ile
etkilesim icin inkubasyon

Inkiibasyon sirasinda olusan metabolik aktivitenin
belirlenmesi

Metabolik profillerin analizi — bilinen bir veri tabani
lle karsilastirma




Fenotipik identifikasyon yontemlers

e Konvansiyonel yontemler

e Ticari identifikasyon sistemleri

Manual: Crystal Gram-Positive ID, API 20 Strep, RapID STR,
API STAPH, API Coryne

Otomatize: GPI, Pos ID2, Sensititre AP90
Kullanimlari kolaydir ve igsgucunu azaltir
Kucuk hacimlidirler

Bilgisayar aracili veri tabani olanlarda tur identifikasyonu daha
kolaydir

Test edilen ozellikler standart deqil
Manual sistemlerde yorumlamada hatalar olabilir




Ticari identifikasyon sistemleri
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API sistemleri RapID STR




Gram pozitif bakterilerin identifikasyonu

Gram pozitif

Basil

Kok
Katalaz + '— —@

Anaerop

Kok_J Lasil

Collinsella Propionib

acterium
Finegoldia

(s

Staphylococcus

Micrococcus

Enterococcus
Abiotrphia
Leuconostoc
Lactococcus
Clobicatella
Pediococcus
Aerococcus
Gemella

Helcoccus

treptococcus\

Nocardia
Streptomyces
Rhodococcus

~
Sporlu Sporsuz

—
Bacillus
Brevibacillus

Alloiococcus

Paenibacillus

Listeria )
Corynebacterium
Erysipelothrix
Lactobacillus
Actinomyces
Arcanobacterium
Bifidobacterium

Gardnerella

\ Oerskovia /

Micromonas
Peptococcus
Peptostreptococcus
Schleiferella
Atopobium

Anaerococcus

Actinomyces
Clostridium
Bifidobacterium
Eggerthella
Eubacterium
Lactobacillus

Mobiluncus /




Aldlc JAIC Ole C 9
Ozellik Mikrokok Stafilokok
Ureme hizi Cok yavas Yavas-hizli
Glukozdan asit - +
(anaerobik)

Lysostaphin R S
Furazolidone R S
Bacitracin S R

Modifiye oksidaz |+ -
Glyserolden asit |- +

(eritromisinli)




Stafilokoklarin identifikasyonu

Tube coagulase

2 hr PYR broth hydrolysis™

R = 12 mm — Novobiocin —= 11 mm S R = 12 mm — Novobiocin — = 11 mm S

. saprophyticus subsp. saprophylicus = — B — glucosidase — +
. cohnii subsp. cohnii | |
. cohnii subsp. urealyticum

S. cohnii S. xylosus
. sciuri subsp. sciuri®

S. aureus

S. intermedius

S. hyicust

S. schleiferi subsp.
coagulans

Table 16-5

subsp. = — ithine®
. hominis subsp. novobiosepticus & rmibne

urealyticum
Table 16-6

= — Alkaline phosphatase*

S. simulans

S. capitus subsp.
urealyticus

S. haemolyticus

S. auricularis

Table 16-8

Alkaline phosphatase™ -+

. auricularis R =< 10 mm — Polymyxin B — = 9 mm S
. capitus subsp. capitus
. capitus subsp. urealyticus

S. lugdunensis

S. schleiferi
subsp. schleiferi

S. simulans

S. caprae

Table 16-9

. warneri/S. pasteuri ! = Voges-Proskauer B S. caprae

. hominis |

Table 16-7 S. hyicusf S. epidermidis




Crohn hastaligi oykusu olan gencg bir erkek hasta
sikayetlerinin cok artmasi nedeniyle parenteral
nutrisyon ve agri kesici tedavisi almakta.

Hastaligl nedeniyle gelismesi geri olmakla birlikte
okuluna devam ediyor ve sosyal olarak uyumlu

Bir veterinerin yaninda calisan annesiyle birlikte
yaslyor
Karinda gerginlik ve santral kateter c¢ikis yerinde ve

tunel boyunca olan eritem nedeniyle hastaneye
basvuruyor

Alinan kateter kan ve kateter ucu kulturlerinde gram
(+), katalaz (+) kok Uremesi var

TUp koagtlaz testi (+), lam koagulaz testi (-)




e Hangi ileri biyokimyasal testleri yapmak
isterdiniz”?

PYR, Beta-galaktozidaz, Voges-Proskauer

Bu testler koagulaz (+) stafilokoklari ayirir
S. intermedius, VP (-), PYR (+)

Kopeklerde patojendir. Muhtemelen
anneden gecis




Koagulaz (+) stafilokoklarin ayirimi

Organizma Tup koagulaz

S. aureus

S. intermedius

S. hyicus

S. schleiferi




e Kan kulturunde ureyen ve PYR testi
pozitif olanlarda baska hangi test
mutlaka yapilmalidir?

Ornitin dekarboksilaz testi

S. lugdunensis’i ayirmada onemli

S. lugdunensis lam koagulaz (+), tup kg (-).
Tipik beta-hemoliz yapmaz. Infektif
endokarditle iliskili. Tedavisi uzun ve
agresif. ~Yaklasik yarisi beta-laktamaz (-).
Bu sonuc lab. tarafindan bildiriimelidir.




e Stafilokoklarda beta-laktam ilaglara direncin en
onemli mekanizmasi?
MecA geni varliginda PBP2a'nin sentezlenmesi ve

beta-laktam ilaclarin bu yeni proteine
baglanamamasi

e Metisilin direncini/duyarlhhigini en iyi gosteren
antimikrobiyal ajan hangisidir?
Sefoksitin kendisi stafilokokal bir ajan olmamakla
birlikte metisilin direncini en iyi gosteren ajandir.




Koagulaz negatif stafilokoklarin ayrimi

e PYR, Novobiocin ve Alkalen fosfataz

$

e Ureaz, oksidaz, beta-glukuronidaz, beta-
galaktozidaz, anaerobik ureme, D-trehaloz ve
mannitolden asit olusturma ve polimiksin B’ye
direncli olma ozelliklerine gore ayrim yapilir




Koagulaz negatif stafilokoklarin ayrimi

positive negative
catalase catalase

rg S dohnso




Katalaz (-) koklarin identifikasyonu

Gram pozitif

Basil

Kok
Katalaz + '— —@

Anaerop

Kok_J Lasil

Collinsella Propionib

acterium
Finegoldia

(s

Staphylococcus

Micrococcus

Enterococcus
Abiotrphia
Leuconostoc
Lactococcus
Clobicatella
Pediococcus
Aerococcus
Gemella

Helcoccus

treptococcus\

Nocardia
Streptomyces
Rhodococcus

~
Sporlu Sporsuz

—
Bacillus
Brevibacillus

Alloiococcus

Paenibacillus

Listeria )
Corynebacterium
Erysipelothrix
Lactobacillus
Actinomyces
Arcanobacterium
Bifidobacterium

Gardnerella

\ Oerskovia /

Micromonas
Peptococcus
Peptostreptococcus
Schleiferella
Atopobium

Anaerococcus

Actinomyces
Clostridium
Bifidobacterium
Eggerthella
Eubacterium
Lactobacillus

Mobiluncus /




e Katalaz (-) koklarin identifikasyonu;
Gram boyama
Besiyerinin secimi
Koloni morfolojisi
Hemoliz (alfa, beta, gama)

Antijenik ayirirm (Lancefield)
e Serolojik testler 2> S. pneumoniae




Bacitracin duyarliligi

GABHS (S. pyogenes) ayiriminda onemli
Ucuz ve basittir, ancak ozgullugu yuksek degil

C ve G grubu streptokoklarin %10°u, B grubu
streptokoklarin %3%’i bacitracine duyarlidir

SXT ile birlikte yapilinca daha ozgul. C ve G
grubu SXT'ye duyarli, A ve B grubu direncli

/i L




CAMP testi

e B grubu streptokoklardan (S. agalactiae)
salinan CAMP faktor, S. aureus’un beta-
hemolizini ile sinerjik etki gosterir

e Duyarhhgi yuksektir




e Sodyum hippurat hidrolizi

Grup B streptokoklar hippurati
glisin ve benzoik asite hidrolize
ederler

e LoOsin aminopeptidaz (LAP) testi

Streptokoklar ve enterokoklarda
pozitif. Diger turlerin ayriminda
onemli




e Pyrrolidonyl arylamidase (PYR)
A ve D grubu streptokoklar igin ayirici

Bacitracin ve tuz tolerans testinin
yerine gecer

Pnomokoklarin ayirimi igin
kullaniimaktadir




e Safrali-eskulinli agar

Enterokoklarin ve D grubu ==
streptokoklarin ayirminda |
kullanilir

e %6.5 NaCl — Tuz tolerans testi

Enterokoklari Grup D
streptokoklardan (S. bovis ve S.
equinus) ayirir




Streptokoklarin identifikasyonu

Table 13-2 Phenotypic Criteria for Presumptive Identification of Clinically Significant Streptococci and Enterococci

GROWTH,
6.5%
HIPPURATE BILE NaCL BILE
ORGANISM HEMOLYSIS  BACITRACIN SXT HYDROLYSIS LAP PYR  ESCULIN BROTH OPTOCHIN SOLUBILITY

Group A streptococci B S R = + = R =
Group B streptococci [3. none R R + + = V R

Groups C, F. and [. vV S = + = = R
G streptococci

Group D enterococci o, 3, none R

Group D streptococei, o, hone R
not enterococci

Viridans streptococei o, none A S = 5 -

Pneumococci o Vv S = — =

+, positive reaction; —, negative reaction; S, susceptible: R, resistant; SXT, sulfamethoxazole-rimethoprim; LAP. leucine aminopeptidase: PYR, pvrrolidonyvl arylamidase.




Viridans streptokoklarin identifikasyonu

e Alfa-hemoliz / non-hemolitik
e Optokin-R, safrada cozunmezler

e 6 gruba ayrilirlar:
Sanguis grup
Mitis grup
Mutans grup
Salivarium grup
Anginosus grup
Bovis grup

e Arginin dihidrolaz, eskulin hidrolizi, asetoin

uretimi (VP test), mannitol ve sorbitolden asit
uretimi ve ureaz varligina gore ayrim yapilir




Viridans streptokoklarin fenotipik ayrimi

S Optochin™ R

| |

S. pneumoniae + VP (Acetoin)

+—— Argining —— = e liaases ==

T R S. vestibularis S. mitis group

| |

S. urinalis®  S. anginosus group

+ Urease =

S. salivarius group ok Mannitol =

S. bovis variant!
S. salivarius’




Enterokok turlerinin identifikasyonu

Kanli agarda alfa-hemolitik / non-
hemolitik koloniler

|dentifikasyon biyokimyasal ve
fizyolojik testlere gore yapilir

%6.5 NaCl’'de urerler ve eskulini
hidrolize ederler

PYR pozitiftir

Hareket testi - E. gallinarum ve
E. casseliflavus




Enterokoklarin identifikasyonu

+ Arginine =

+—————  Pyruvate—————— +—— Arabinose — =

| | |

== Mannilli=—rr————— +—— Ralffinose — = Vagococeus
| ‘ | | fluvialis

+ —— Raffinose — = + —— Raffinose — = E. raffinosus E. avium™

E. casseliflavus E. faecalis E. dispar E. faecalis™
(variant)

+ Mannitol =

| |

+ Raffinose = +—— Sucrose —— =

+ ———— Motilty —————= +—— Arabinose — = E. hirag* E. durans™

| | |

+=——"Pigment—— = +——Pigment——= E. faecium Lactococcus spp.

|

sseliflavus E. galinarum E. mundtii* E. faecium




Diger katalaz (-) koklarin ayirimi

Table 13-1 Phenotypic Characteristics for Prcsun'lbtivc” Identification of-Catalase-Négalive, Gram-Positive Cocci

GENUS

GROWTH,
35-37°C,
CA

GROWTH,
35-37°C,
SBA

GRAM
STAIN
MORPH-
OLOGY

HEMO-
LYSIS,
SBA

CAT LAP PYR

SUSCEP- GROWTH,
TIBILITY GAS, 6.5%
TO VANCO- MRS NaCL GROWTH, GROWTH,
MYCIN  BROTH MOT BROTH 10°C 45°C

Streptococcus

+

Chains

o By

+

S - - v - v

Enterococous

+

Chains

o,y

S/R v } }

Abiotrophia

Chains

o,y

Granulicarella

Chains

H!T

|
5 v
v

Aerococcus

Tetrads, clusters

Helcococcus

Tetrads, clusters

Leuconostoc

Chains

Weisella

Chains

Pediococeus

Tetrads, clusters

Tetragenococcus

Tetrads, clusters

Gemella

+
-+
&
+
-+
+
A
+
+
-+
+

Tetrads, clusters,
chains

njn|R|D|(Hd|wv|v|v|wn

Vagococcus

+

Chains

Allpivcoccus

+

Clusters, tetrads

Globicatella

Chains

Facklamia

Clusters, chains

Deolosigranulum

Clusters, tetrads

Ignavigranum

Clusters, chains

Dalasicoccus

Chains

+

Fremococcus

+

Chains

NA

||| ||| vy |

% t

Lactococcus

=

Chains

o,y

4

-+

7]

- B v + v

I, positive reaction;
leucine aminopeptidase; PYR, pyrrolidonyl arylamidase; MOT, motility.

, negative reaction, V, variable reaction; NA, dara not available; +", weak pasitive reaction; CA, chocolate agar; Hemolysis SBA, hemolysis on sheep blood agar; CAT, catalase; LAF,




e /6y, erkek hasta. Aterosklerozu mevcut.

e Abdominal anevrizma nedeniyle perirenal
aorta rezeksiyonu.

e Op. sonrasi birkac¢ kez yara enfeksiyonu, eslik

eden bakteremi nedeniyle tedavi edilmis.
e P. aeruginosa, VR E. faecium ve C. glabrata.

e Son basvuruda kan kulturtu sinyal verince
yapilan gram boyamada ciftler ve kisa zincirler
olusturan gram (+) koklar gorulmus. Ancak
yapilan kulturde ureme olmamis




e Bu mikroorganizma ne olabilir ve
uretmek icin ne yapabiliriz?
Vankomisin-bagimli enterokok
VDE - Sadece vankomisin

varliginda Greyen enterokok. Ilk kez
1994°de tanimlanmistir. VRE ile ayni
risk faktorleri.

E. faecium ve E. faecalis suslarinda




Gram (+) basillerin identifikasyonu

Gram pozitif

Basil

Kok
Katalaz + '— —@

Anaerop

Kok_J Lasil

Collinsella Propionib

acterium
Finegoldia

(s

Staphylococcus

Micrococcus

Enterococcus
Abiotrphia
Leuconostoc
Lactococcus
Clobicatella
Pediococcus
Aerococcus
Gemella

Helcoccus

treptococcus\

Nocardia
Streptomyces
Rhodococcus

~
Sporlu Sporsuz

—
Bacillus
Brevibacillus

Alloiococcus

Paenibacillus

Listeria )
Corynebacterium
Erysipelothrix
Lactobacillus
Actinomyces
Arcanobacterium
Bifidobacterium

Gardnerella

\ Oerskovia /

Micromonas
Peptococcus
Peptostreptococcus
Schleiferella
Atopobium

Anaerococcus

Actinomyces
Clostridium
Bifidobacterium
Eggerthella
Eubacterium
Lactobacillus

Mobiluncus /




Dallanma (-), katalaz (+), spor (+) basiller

e Bacillus turleri
B. anthracis
. Cereus
. mycoides
. circulans
. subtilis
B. licheniformis

e Brevibacillus turleri
e Paenibacillus turleri




Bacillus turleri

Differentiating features of B. anthracis and
similar Bacillus species

' Result
Bacillus species

Beta-hemolysis Motility  Capsule

B. anthracis - - +
B. cereus var. mycoides \%
B. cereus +
B. thuringiensis +

B. megaterium \%

B. anthracis, beta-laktamaz tUretmez, penisiline duyarli




Bacillus turleri




Dallanma (-), spor (-) basiller

Listeria

Corynebacterium

Bifidobacterium

Gardnerella

Oerskovia

Leifsonia

Dermabacter

Actinomyces

Erysipelothrix

Lactobacillus oF Yok
Actinomadura o ) §

Arcanobacterium v_t,_ Y LR




Listeria monocytogenes

e Kisa gram (+) basil, sporsuz, hareketli

e Kanli agarda;

Kucuk hemoliz zonu: L. monocytogenes, L.
seeligeri

Genis hemoliz zonu: L. ivanovi
Hemolizsiz: L. innocua

e Katalaz (+), oksidaz (-)
e Eskalini hidrolize eder, VP (+) |
e Glukozu fermente eder
e CAMP testi (+)




Corynebacterium turleri

e 46 turu var, 30'dan fazlasi insanlarda patojen
Corynebacterium diphtheriae

. jetkeium

. urealyticum

. Striatum

. ulcerans

. pseudotuberculosis

. amycolatum

. minutissimum

. riegeli

C
C
C
C
C
C
C
C




Corynebacterium turleri

Gram (+), sporsuz, non-hemolitik

Gram boyamada kisa zincirler-kumeler
V,Y, L seklinde “Cin harfleri”

Katalaz (+), hareketsiz
Metilen mavisi = Metakromatik granuller

C. diphtheriae - Sistein-telluritli agarda siyah koloniler
—> gravis, intermedius, mitis, belfanti

Ureaz, nitrat rediksiyonu, propiyonik asit Gretimi,
glukoz, maltoz, sukroz ve mannitolu fermente etme ve
CAMP testi ozelliklerine gore ayrim yapilir




Corynebacterium turleri




Erysipelothrix rhusiopathiae

e Zoonotik patojen

e Erizipeloid, bakteremi,
endokardit

e Gram (+) kokobasil /
filamentoz basil

e Katalaz (-), oksidaz (-)
H,S (+)
e Alfa / non hemoliz




Lactobacillus turleri

e Kanli agarda kucuk alfa-hemolitik koloni
e Katalaz (-), ureaz (-)
e Fermentatif




Arcanobacterium turleri

e Faranjit, deri-yumusak doku enfeksiyonu,
apse
e Duzensiz, bazen dallanma gosterir

» Kanli agarda beta-hemoliz [ N

e Katalaz (-), fermentatif
e CAMP testi ters pozitiftir




e 27y, erkek hasta. Pankreas ve bobrek tx.
e 3 ay sonra olasli rezeksiyon nedeniyle yatiriliyor.

e 5 gundur olan ates, bulanti ve bas donmesi
oykusu var.

e Kreatinin yuksek, idrarda lokosit (+), diger
bulgular normal. Biopside rejeksiyon bulgusu
yoK.

e Bu dénemde idrarda 10° koloni gram (+) basil
uremesi oluyor. Koloniler katalaz (+) ve beta-
hemolitik. Ertesi gun kan kulturunde ayni bakteri
uremesi var.




e Hangi basit bir testle bu izolatlarin
Corynebacterium olmadigini gosterebiliriz?

Motilite testi (direk inceleme)

Dogrulama icin tup hareket testi uygulandiginda
semsiye seklinde ureme oluyor. Safrali eskulinli

agarda ureme (+)

Listeria monocytogenes
Hemolitik kolonilerde motilite ve
eskulin testi mutlaka yapilmalidir




e Idrarda patojen olan Corynebacterium’lari
ayirmak icin bir test var midir? (Tarama
testi)

Uriner sistemde patojen olan
Corynebacterium turlerinin hepsi ureaz
pozitiftir

e C. urealyticum

e C. glucuronolyticum

e C. riegelii




e Gram (+), katalaz (-) koklarin hangileri
vankomisine direnclidir ve VRE’'den
ayrimi nasil yapilir?

Enterokoklar disinda iki genus VA'e direncli
Leuconostoc: PYR (-), MRS brothda gaz (+)

Peidococus: tetrat-kume seklinde. PYR (-),
MRS brothda gaz (-)

Weissella confusa, VA direncli ancak basil
seklinde




Dallanma (+), gram (+) basil

e Nocardia turleri

e Rhodococcus turleri
e Gordonia turlerti

e Tsukamurella turleri
e Streptomyces turleri
e Actinomadura turleri
e Nocardiopsis

e Dermatophilus




Nocardia Turleri

e Ince, filamentoz (fragmante)

e Modifiye asit-fast boyama (+)

e Yavas urer

e Lizozime direnclidir, Ureyi hidrolize eder

e Turler arasinda ayrim onemlidir

Kazein, ksantin ve tirozini hidrolize etme,
45°C’de ureme, ramnozdan asit uretimi,
gelatini hidrolize etme, Middlebrook agarda
opasite ve antimikrobiyal duyarlilik paterni




ler

la Tur

Nocard




PROBLEM ¢OZME ALGORITMASI

Hayatinizdaki
algoritmalarin hep
2 ; dogru sonuglar

Oy | HAYIR i C g
korcalama l* fyor m? [ 54 T vermesi dilegiyle..

EVET [ HAYIR

Lanet sey caligiyor mu?

Gizli
fut
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