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RESUMEN

En el presente estudio, que tuvo por objeto analizar los mecanismos involucrados en la resistencia a carbapenemes,
se incluyeron 129 aislamientos de Pseudomonas aeruginosa recuperados durante el afio 2006 en el Hospital “Eva
Perén” de la Provincia de Buenos Aires. La caracterizacion fenotipica y genotipica de la resistencia permitié recono-
cer la presencia de metalo-f-lactamasas (MBL) en el 14% de esos aislamientos. En todos ellos se identifico la
presencia de la enzima IMP-13; sin embargo, algunos aislamientos resultaron sensibles a carbapenemes de acuerdo
a los puntos de corte establecidos por el CLSI e incluso a las sugerencias de la Subcomision de Antimicrobianos de
SADEBAC, AAM. El ensayo de deteccion fenotipica de MBL de sinergia con doble disco resulté Util en este estudio.
Solo aquellos aislamientos productores de IMP-13 que a su vez presentaron alteraciones en las proteinas de mem-
brana externa resultaron completamente resistentes a imipenem. Los aislamientos productores de MBL correspon-
dieron a varios tipos clonales, lo cual sugiere no sélo la diseminacién de una cepa resistente, sino también la disemi-
nacion horizontal de este mecanismo de resistencia entre clones diferentes.
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ABSTRACT

Phenotypic and genotypic characterization of imipenem-resistant Pseudomonas aeruginosa isolated in Buenos

Aires. From 129 P. aeruginosa isolated at a health care centre located in Buenos Aires (Hospital “Eva Peron”), 14%
produced IMP-13. Although 18 isolates were metallo-B-lactamases (MBL) producers, only those isolates that dis-
played altered outer membrane protein profiles correlated with the resistant category according to CLSI or even
Subcomisién de Antimicrobianos, SADEBAC, AAM. Phenotypic screening of metallo--lactamases proved to be ap-
propriate for detecting MBL producing isolates. IMP-13 producing isolates corresponded to at least five different clonal

types, which not only suggests the dissemination of the resistant strain but also of the resistant marker.
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INTRODUCCION

Pseudomonas aeruginosa es uno de los patégenos re-
cuperados con mas frecuencia en infecciones hospitalarias.
Las infecciones causadas por este microorganismo suelen
resultar complicadas y estan asociadas a un alto indice de
mortalidad. Los carbapenemes constituyen la opcion tera-
péutica mas utilizada en cuadros severos producidos por
bacilos gram-negativos no fermentadores, en los cuales es
frecuente la multirresistencia a otros antibidticos. La resis-
tencia a carbapenemes en P. aeruginosa ha sido descrita
en diversas partes del mundo y se considera un problema
terapéutico creciente (7, 30); en nuestro pais se ha docu-
mentado en el 26% de los aislamientos (31).

P. aeruginosa puede adquirir facilmente resistencia a
la mayoria de las drogas de utilizacién clinica a través de
mutaciones en los genes codificantes o reguladores de
los mecanismos involucrados en su resistencia natural
(12, 14, 18, 19, 24), o a través de la adquisicion de deter-
minantes genéticos de enzimas con capacidad de
hidrolizar carbapenemes (9). Las mutaciones que con-
ducen a la pérdida de la proteina OprD contribuyen a la
resistencia a imipenem y a la disminucion de la sensibili-
dad a meropenem (29), mientras que aquellas que de-
terminan el incremento en la expresion de los sistemas
de eflujo de tipo Mex pueden conferir resistencia o sensi-
bilidad reducida a los B-lactamicos, excepto a imipenem
(4, 20, 21). Por su parte, la hiperproduccion de enzimas



de tipo AmpC se asocia a la resistencia a penicilinas y
cefalosporinas (13).

La adquisicion de genes codificantes de metalo-f3-
lactamasas (MBL) constituye un mecanismo de resisten-
cia con alta implicancia epidemiolégica debido a su ca-
pacidad de diseminacion horizontal (36). Estas enzimas
pertenecen a la clase molecular B de Ambler (1) y se
caracterizan por presentar un amplio perfil de sustratos,
gue incluye cefalosporinas de espectro extendido
(cefotaxima, ceftacidima y cefepime) y carbapenemes
(imipenem y meropenem), pero no hidrolizan monobac-
tamas (aztreonam); no son afectadas por los inhibidores
de uso clinico y su actividad es susceptible a quelantes
como el EDTA (25). Se conocen diversos grupos de MBL.:
IMP, VIM, SPM, GIM-1, SIM-1 y AIM-1. Las enzimas de
tipo IMP y VIM constituyen las mas ampliamente disemi-
nadas en el mundo (5, 30, 36, 38). Estas han sido descri-
tas principalmente en P. aeruginosa y otros microor-
ganismos no fermentadores, y con menor frecuencia en
enterobacterias. Los genes codificantes de MBL, a ex-
cepcién de spm-1, se encuentran como genes en cas-
sette reclutados en integrones de clase 1 o clase 3, que
pueden, a su vez, estar localizados en plasmidos y
transposones; esto contribuiria a la amplia diseminacion
de estos genes de resistencia (36).

A pesar de que en otras partes del mundo han sido
ampliamente documentadas, en nuestro pais las MBL se
detectaron recién en el afio 2002 (27), y hasta la fecha
fueron informadas las enzimas VIM-2, VIM-11, IMP- 13y
SPM-1 (3, 6, 26, 28).

Estudios previos han demostrado que alteraciones en
la expresion de la proteina OprD y la sobreexpresion de
las bombas de eflujo de la familia RND (resistant-
nodulation-cell division) en cepas productoras de MBL
incrementan los niveles de resistencia a imipenem y
meropenem, respectivamente (17, 37).

En este trabajo se analizaron los mecanismos respon-
sables de la resistencia o la sensibilidad disminuida a
carbapenemes en P. aeruginosa aisladas de pacientes
internados en el Hospital Interzonal General de Agudos
“Eva Perdn” de la Provincia de Buenos Aires durante el
afio 2006. Se intentd caracterizar fenotipica y genotipi-
camente las MBL presentes y las posibles alteraciones
en la membrana externa, para analizar la correlacion entre
los mecanismos detectados y los respectivos fenotipos
de resistencia.

MATERIALES Y METODOS

Microorganismos : Se incluyeron aislamientos de P.
aeruginosa recuperados de pacientes internados en di-
ferentes servicios del Hospital “Eva Peron” de la Provin-
cia de Buenos Aires, durante el afio 2006, que presenta-
ron resistencia a ceftacidima y disminucion de la sensibi-
lidad poblacional a imipenem, determinadas por el ensa-
yo de difusion en agar segun el CLSI. Se entiende como
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disminucion de la sensibilidad poblacional a la presencia
de halos de inhibicion que, si bien no resultan inferiores
a los puntos de corte de resistencia del CLSI, se alejan
de los obtenidos para la poblacion salvaje (16).

Determinacion de la sensibilidad a antimicro-
bianos : Los ensayos de sensibilidad por difusion en agar
y la determinacion de la concentracion inhibitoria minima
(CIM) por dilucién en medio sélido se realizaron segun
las recomendaciones del CLSI (22, 23) y de la Subcomi-
sion de Antimicrobianos, SADEBAC-AAM (33). Se ensa-
yaron los siguientes antibioticos: ceftacidima (CAZ),
ceftacidima/clavulanico (CAC), piperacilina/tazobactam
(PTZ), imipenem (IMI) y meropenem (MER) (Laboratorio
Britania); se incluyeron discos de EDTA (1 umol). Los
discos conteniendo antibiéticos fueron ubicados de acuer-
do al esquema sugerido por la Subcomisiéon de Antimi-
crobianos. La CIM se ensayé para los siguientes antibio-
ticos dentro de los rangos que se indican (en ug/ml):
piperacilina (PIP) (1-128), PTZ (1-128), CAZ (16-1024),
cefepime (FEP) (16-1024), aztreonam (AZT) (0,5-128), IMI
(0,5-32), MER (1-128), amikacina (AKN) (0,5-128),
gentamicina (GEN) (0,5-128), ciprofloxacina (CIP) (0,5-128).

Deteccion fenotipica de metalo- [B-lactamasas: Se
realizaron ensayos de sinergia de doble disco emplean-
do EDTA (1 pumol) como inhibidor de las MBL (26), sobre
la base del ensayo de sinergia descrito inicialmente por
Arakawa et al. (2). Para ello se inocularon las placas se-
gun las recomendaciones del CLSI para la prueba de
difusion, y se colocaron discos conteniendo EDTA (1
pmol) y discos comerciales conteniendo CAZ y con IMP
a 15 mm de distancia, centro a centro del primero. Un
agrandamiento en el halo de inhibicién del disco con an-
tibiético en la zona adyacente al disco con EDTA fue in-
terpretado como posible presencia de MBL.

Deteccion del perfil de sustratos de las ~ B-lactama-
sas: Se obtuvieron extractos enzimaticos crudos por rup-
tura ultrasénica de los cultivos bacterianos. Se evaluo el
perfil de hidrélisis de sustratos por el método iodométrico
en agar, utilizando como sustratos ampicilina (AMP) (500
pg/ml), CAZ (1000 ug/ml) e IMI (1000 pg/ml) (32).

Determinacion del perfil de proteinas de membra-
na externa (OMP): La extraccion de porinas se realizé
segun el método de Hancock y Poxton (10) y los perfiles
fueron resueltos mediante electroforesis en geles de
poliacrilamida al 12% en condiciones desnaturalizantes
(SDS-PAGE), empleando un marcador de peso mole-
cular de proteinas (Bio-Rad). Se seleccionaron para este
ensayo los siguientes aislamientos, que presentaron dis-
tintos niveles de resistencia a carbapenemes y fueron
productores o no productores de MBL: aislamiento 145,
productor de IMP-13 (CIM,,, >32 pg/ml); aislamiento 152,
productor de IMP-13 (CIM,, = 8 pg/ml); aislamiento 208,
productor de IMP-13 (CIM,, = 8 pg/ml); aislamiento 255,
no productor de MBL (CIM,, = 16 pg/ml). Se incluy6 en el
ensayo la cepa de P. aeruginosa ATCC 27853 como
control.
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Deteccion de la presencia de genes codificantes
de MBL : Se realizé un ensayo de Multiplex-PCR emplean-
do como molde ADN total (8). Se emplearon los siguien-
tes pares de oligonucledtidos (5'-3'): VIMG-F: TCT ACA
TGA CCG CGT CGT CTG TC, VIM-R mult: CGA ATG
CGC AGC ACC AG; IMPA-F: CTA CCG CAG CAG AGT
CTT TGC, IMP-R mult: CCA AAC YAC TAS GTT ATC T;
SPM-F mult: AAA ATC TGG GTA CGC AAA CG, SPM-R
mult: ACATTATCC GCT GGA ACA GG; GIM-F mult:TCG
ACA CAC CTT GGT CTG AA, GIM-R mult: AAC TTC
CAA CTT TGC CAT GC; SIM-F mult: TAC AAG GGA
TTC GGC ATC G, SIM-R mult: TAATGG CCT GTT CCC
ATG TG. Los reactivos empleados fueron de Invitrogen
(USA). Se empled un termociclador BIOMETRA T-Gra-
dient (Germany) y la siguiente reaccién de amplificacion:
desnaturalizacion 94 °C, 5 minutos; seguida de 36 ciclos
de: desnaturalizacién 94 °C, 30 segundos; hibridacion
52 °C, 40 segundos; amplificacion 72 °C, 50 segundos; y
un periodo final de elongacién 72 °C, 5 minutos. Los frag-
mentos esperados fueron: imp: 188 pb, vim: 390 pb, spm:
271 pb, gim: 477 pb, sim: 570 pb.

Determinacién de la localizacién de los genes
codificantes de MBL: Se amplificd por PCR la region
variable de integrones de clase 1 a partir de DNA total.
Se emplearon los siguientes oligonucleétidos (5'-3'): 5’
C: GGC ATC CAA GCA GCA AGC, 3'C: AAG CAG ACT
TGA CCT GAT. Los reactivos empleados fueron de
Invitrogen (USA). Se empled un termociclador BIOMETRA
T-Personal (Germany) y la siguiente reaccion de amplifi-
cacion: desnaturalizacion a 95 °C, 5 minutos; seguida de
30 ciclos de desnaturalizaciéon a 95 °C, 1 minuto; hibrida-
cion a 52 °C, 1 minuto; amplificaciéon a 72 °C, 2 minutos;
y un periodo final de elongaciéon a 72 °C, 20 minutos. Se
empled un kit de Bioneer (USA) para purificar las bandas
correspondientes a las regiones variables. Se realizé una
PCR empleando cebadores especificos para imp, utili-
zando como molde el amplicon correspondiente a las
regiones variables. Se emplearon los siguientes oligo-
nucledtidos (5'-3): IMP-AF: GAAGGC GTT TAT GTT CAT
ACT T, IMP-AR: GTT TTG CCT TAC CAT ATT TGG A.
Los reactivos empleados fueron de Invitrogen (USA). Se
empled un ciclador BIOMETRA T-Personal (Germany) y
la siguiente reaccion de amplificacion: desnaturalizacion
95 °C, 5 minutos; seguida de hibridacion 52 °C, 15 minu-
tos, con el agregado de la Tag polimerasa a los 6 minutos;
y amplificacion 72 °C, 6 minutos; seguida de 29 ciclos de
desnaturalizacion 95 °C, 1 minuto; hibridaciéon a 52 °C, 1
minuto; amplificacion 72 °C, 1 minuto; y un periodo final
de elongacion 72 °C, 20 minutos. El fragmento esperado
fue de 0,4 kb.

Secuenciacion de los productos amplificados: Las
secuencias nucleotidicas de los distintos fragmentos
amplificados fueron determinadas por el servicio de
secuenciacion de Macrogen (Corea), empleando el sis-
tema ABI Prism DNA 3700. Se uso la herramienta Blast
(Basic Local Alignment Search Tool) del NCBI (National

Center for Biotechnology Information) para comparar con
las secuencias génicas depositadas en base de datos
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/).

Tipificacion molecular de los aislamientos produc-
tores de MBL: Se amplificaron por PCR las secuencias
repetitivas del DNA: REP-PCR, ERIC-PCR a partir de
DNA total (34). Se emplearon los siguientes oligonu-
cledtidos (5’-3’): REP-1: IIIGCGCCGICATCAGGC, REP-
2: ACGTCTTATCAGGCCTAC; ERIC-1: CACTTAGGGG-
TCCTCAATGTA, ERIC-2: AAGTAAGTGACTGGGGT-
GAGCG. Los reactivos empleados fueron de Invitrogen
(USA). Se empled un ciclador Biometra T-Personal
(Germany) y las siguientes condiciones de amplificacion:
desnaturalizacion a 94 °C, 2 minutos; seguida de 30 ci-
clos de: desnaturalizacion a 94 °C, 30 segundos; hibri-
dacién a 50 °C, 1 minuto; amplificacion a 72 °C, 4 minu-
tos; y un periodo de extension final a 72 °C, 7 minutos. El
patron de bandas fue visualizado con 0,5 pg/ml de
bromuro de etidio. La matriz de similitud fue realizada
empleando el programa TREECON y se construyeron
dendrogramas basados en el algoritmo UPGMA
(unweighted pair group method arithmetic averages).

RESULTADOS

Durante el afio 2006 se recolectaron un total de 129
aislamientos de P. aeruginosa, de los cuales 36 resulta-
ron resistentes a ceftacidima. En 18 de ellos se sospe-
cho la presencia de MBL en el ensayo de difusion reali-
zado segun las recomendaciones de la Sub-comision de
Antimicrobianos, ya que se observo sinergia entre los
carbapenemesy el disco que contenia EDTA (Figura 1a).
Los resultados fueron concordantes con el ensayo de
deteccion fenotipica de MBL (Figura 1b). Estos aislamien-
tos resultaron también resistentes a CAC, FEP, AZT, AKN,
GEN vy CIP (Tabla 1), y hubo concordancia de los resul-
tados obtenidos en los ensayos por dilucién y por difu-
sion. Todos fueron sensibles a PTZ en el ensayo por di-
fusion, mientras que dos presentaron resistencia cuando
se determiné la CIM a esta combinacion. Sin embargo,
no se observd buena correlacion en los resultados de
sensibilidad a los carbapenemes entre los ensayos por
dilucioén y por difusién: 8 aislamientos que fueron sensi-
bles a imipenem en el ensayo por difusién resultaron de
sensibilidad intermedia en el ensayo por dilucién (Tabla
1). Esta discordancia fue observada en trabajos previos
(26), en especial para FEP.

Por otro lado, se observé asociacion en la resistencia
a los distintos carbapenemes ensayados, ya que los ais-
lamientos que fueron resistentes a meropenem también
lo fueron a imipenem. Sélo 7 de los 18 aislamientos re-
sultaron resistentes a imipenem en los ensayos de sen-
sibilidad por difusién de acuerdo a los puntos de corte
del CLSI. Incluso si se tiene en cuenta lo sugerido por la
Subcomisién de Antimicrobianos acerca de que los halos
menores o iguales a 21 mm podrian ser considerados
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Figura 1. a) ensayo de sensibilidad a antimicrobianos por difusion en agar correspondiente
al aislamiento 208 empleando el esquema sugerido por la Subcomisién de Antimicrobianos
de SADEBAC. CAZ: ceftacidima, IMI: imipenem, MER: meropenem, TAZ: piperacilina-
tazobactama, CAC: ceftacidima- clavulanico. b) ensayo de deteccion fenotipica de MBL por
el método de doble disco empleando EDTA (1 pmol), correspondiente al aislamiento 208.

como sospechosos de producir MBL, sélo 11 de los 18
aislamientos quedarian incluidos con este criterio.

La sensibilidad a AZT en microorganismos resisten-
tes a carbapenemes resulta un buen indicador de la pre-
sencia de MBL; sin embargo, la resistencia a dicho agente
no descarta su presencia, dado que la resistencia a AZT
podria deberse a otros mecanismos no analizados en el
presente estudio (26).

Los extractos enzimaticos correspondientes a esos 18
aislamientos fueron activos frente a AMP, CAZ e IMI; la
hidrélisis de este ultimo indica claramente la presencia
de una carbapenemasa.

La deteccién de genes codificantes de MBL por
Mutliplex-PCR revelé la presencia de imp en los 18 aisla-
mientos que presentaron sinergia con EDTA, mientras
gue la deteccién de genes codificantes de MBL fue ne-
gativa en el resto de los aislamientos, lo que indica que
los ensayos de deteccién fenotipica resultaron adecua-
dos. La amplificacion por PCR del segmento variable de
integrones de clase 1 permitio evidenciar la presencia de
al menos una region variable de 1,5 kb en todos los ca-
sos. Se confirmé la localizacion de imp en dicho frag-
mento por PCR anidada. La secuenciacion de los
amplicones de 1,5 kb permitio identificar la presencia del
gen imp-13 como primer gen en cassette, seguido del
gen codificante de una enzima modificadora de
aminoglucosidos de tipo acetilante, aacA4 (Figura 2).

Al comparar los perfiles de OMP de los aislamientos
productores de IMP-13, se observo en el aislamiento re-
sistente a imipenem la desaparicion de una banda
proteica de aproximadamente 46 kDa, presente en los
aislamientos que no mostraron resistencia a imipenem y
en la cepa control (Figura 3). De acuerdo a lo descrito en
la bibliografia (24), esta banda corresponderia a una
porina que permite la entrada de imipenem en P.
aeruginosa (OprD), aunque seria necesario contar con
anticuerpos especificos para poder confirmarlo. Por otro

lado, en el perfil correspondiente al aislamiento de P.
aeruginosa 255 (no productor de MBL), se observa la
desaparicion de la misma banda proteica (Figura 3); este
aislamiento presenta una CIM de IMI de 16 pg/ml. Estos
resultados permitirian confirmar que la disminucién en la
expresion de una porina en los aislamientos productores
de IMP-13 conduciria a francas resistencias a imi-penem,
mientras que la produccién de esta enzima en presencia
de patrones no alterados de porinas no seria suficiente
para elevar la CIM de imipenem por encima de los pun-
tos de corte de resistencia.

A través de los ensayos de tipificacion molecular se
pretendi6 analizar si los aislamientos productores de IMP-
13 eran el resultado de la diseminacion de un Gnico clon
0 si existiria mas de una linea clonal. En el dendrograma
obtenido por ERIC-PCR se observaron tres grupos, E1,
E2 y E3, el primero integrado por 15 aislamientos que no
pudieron ser discriminados entre si (Figura 4). Cuando se
analizo el dendrograma obtenido por REP-PCR se obser-
Vo la presencia de al menos 5 grupos (R1 a R5), algunos
de ellos con aislamientos que presentaron entre si mas de
un 90% de similitud (Figura 4). Combinando los resulta-
dos obtenidos con ambas técnicas se definieron los dife-
rentes grupo clonales que se muestran en la Tabla 1.

DISCUSION

La prevalencia de aislamientos de P. aeruginosa pro-
ductores de MBL en el Hospital “Eva Peron” durante el
afo 2006 fue de 14%, y éstos fueron recuperados en su
mayoria de pacientes internados en la Unidad de Cuida-
dos Intensivos (14/18 aislamientos). Pese a ser produc-
tores de MBL, sélo 7 de ellos resultaron clinicamente re-
sistentes a carbapenemes. Considerando las recomen-
daciones de la Subcomision de Antimicrobianos se logré
incrementar las detecciones, pero éstas no resultaron
adecuadas para todos los microorganismos ensayados,
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Figura 2. Entorno genético de imp-13. int/l: gen codificante de la integrasa, att1: sitio de
recombinacion especifica, imp-13: gen codificante de la MBL IMP-13, aacA4: gen codificante
de la enzima modificadora de aminoglucésidos de tipo acetilante, gacA1: gen de resisten-
cia a compuestos de amonio cuaternario, sull: gen de resistencia a sulfamidas.
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Figura 3. Perfil de OMP en un gel de poliacrilamida al 12%.
Calle 1: aislamiento 145 productor de IMP-13 resistente a IMI,
calle 2: aislamiento 152 productor de IMP-13 de resistencia
intermedia a IMI, calle 3: aislamiento 208 productor de IMP-13
de resistencia intermedia a IMI, calle 4: aislamiento 255 no
productor de MBL resistente a IMI, calle 5: cepa ATCC 27853,
calle 6: marcador de peso molecular de proteinas. Las flechas
sobre las calles 2, 3y 5 indican la banda de 46 kDa.

ya que 7 aislamientos productores de IMP-13 presenta-
ron halos de inhibicién de IMI mayores al punto de corte
sugerido. Esto constituye un llamado de atencion, el cual
deberia ser corroborado con un nimero mayor de aisla-
mientos. Si bien dichos aislamientos fueron categorizados
como sensibles, presentaron halos de inhibicion entre 22
y 24 mm, los cuales se alejan de los halos observados
para la poblacion de P. aeruginosa no productora de
mecanismos de resistencia (halos de imipenem de 28 a
32 mm). Por otro lado, la CIM de IMI de dichos aisla-
mientos fue de 8 pg/ml (nivel intermedio), lo cual sugiere
gue la determinacion de la CIM resultaria mas adecuada
en la deteccion de microorganismos que presentan me-
canismos de resistencia.

Si bien ha sido descrito que la participacion de meca-
nismos de resistencia tales como la pérdida de OprD o la
hiperproduccion de sistemas de eflujo elevan los niveles
de CIM de carbapemes en cepas productoras de MBL
(11, 17, 35), en este trabajo la alteracion en dicha porina
resultd necesaria para conferir resistencia fenotipica a
imipenem. La produccion de IMP-13 pareceria requerir
de la presencia simultdnea de otros mecanismos. Asi,
los aislamientos productores de dicha enzima en los que
se observé una disminucién en la expresion de OprD pre-
sentaron franca resistencia a imipenem, facilmente
detectable en los ensayos de sensibilidad. Si bien esto
no fue analizado en el presente estudio, es probable que
la resistencia a meropenem esté asociada a la sobreex-
presion de MexEF-OprN, ya que existe correlacion entre
la sobreexpresion de esta bomba y la disminucion en la
expresion de OprD (15, 29).

La ocurrencia de aislamientos productores de MBL en
este hospital parece deberse no solo a la diseminacion
de algunas cepas multirresistentes, sino también a la di-
seminacion horizontal del marcador de resistencia. Con-
siderando que algunos aislamientos productores de IMP-
13 resultan indistinguibles clonalmente por ambos méto-
dos empleados (E1-R1) y que algunos de ellos presen-
tan sensibilidad disminuida a carbapenemes mientras que
otros presentan francas resistencias (por déficit de OprD),
es posible pensar en la seleccién de estos ultimos a par-
tir de los primeros; por ello resultaria conveniente la in-
clusion de los ensayos de deteccion fenotipica de MBL
en todas las P. aeruginosa que presenten sensibilidad
disminuida a carbapenemes.
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