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MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS KOKENLERINDE RiFAMPISIN DIRENCININ
SAPTANMASINDA HIZLI FAJ AMPLIFIKASYON TESTIiNiN DEGERLENDIRILMESI

EVALUATION OF A RAPID PHAGE AMPLIFICATION ASSAY FOR DETECTION OF
RIFAMPICIN RESISTANCE IN MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS ISOLATES
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OZET

Bu ¢alismanin amaci, Mycobacterium tuberculosis kékenlerinde rifampisin direncinin saptanmasinda hizli faj amplifikason
yénteminin degerini saptamak idi. Aktif tliberkilozlu hastalarin gesitli érneklerinden soyutulan 25 en az rifampisine
direngli ve 25 dért majér ilaca (izoniyazit, rifampisin, etambutol ve streptomisin) duyarli toplam 50 M. tuberculosis
kékeni calismaya alinmistir. Kékenlerin anti-tliberkdiloz ilaglara duyarliigi diren¢ oran ve BACTEC 460 TB sistemi ile
analiz edilmistir. Rifampisine duyarl ve direngli kékenler rifampisin direnci agisindan, ticari olarak saglanan bir hizli fa
amplifikasyon testi, FastPlaqueTB-RIF, ile incelenmistir. Yirmibes rifampisin-duyarli susun 22’si FastPlaque ile duyarl ve
lic sus orta duyarli/ direngli olarak bulunmustur. Yirmibes rifampisin-direncli susun 24°l FastPlaque ile direngli ve bi
sus orta duyarli/direngli olarak bulunmusgtur. Geleneksel yéntemler ile karsilastirildiginda; FastPlaqueTB-RIF testi icir.
duyarlihk, 6zgillik ve geleneksel yéntemler ile uyumluluk, sirasiyla, %96, %88 ve %92 olarak saptanmistir. Sonug
olarak, FastPlaqueTB-RIF testinin M. tuberculosis kiiltirlerinden rifampisin direncinin hizli ve dogru bir sekilde
arastiriimasi igin kullanilabilecegi dtistindimektedir.

SUMMARY

The purpose of the study was to evaluate rapid phage amplification assay in the determination of rifampisin resistance
in Mycobacterium tuberculosis. A total of 50 M. tuberculosis isolates from various samples of the patients with active
tuberculosis (TB) out of which 25 isolates were resistant to at least rifampicin and 25 were susceptible to four majoi
anti-TB drugs (isoniazid, rifampicin, ethambutol, streptomycin) were taken into the study. Susceptibilities of the isolates
to anti-TB drugs were analyzed by resistance ratio and BACTEC 460 TB system. Rifampicin-resistant and rifampicin-
susceptible isolates were analyzed by a commercially available rapid phage amplification test, FastPlaqueTB-RIF.
Twenty-two isolates among 25 susceptible strains were found as susceptible by FastPlaque whereas three isolates
were evaluated as intermediate. Twenty-four isolates out of 25 resistant strains were found as resistant by FastPlaque
whereas one resistant isolate was evaluated as intermediate. When compared with conventional methods, sensitivity,
specificity and overall accuracy of FastPlaqueTB-RIF were found as 96%, 88% and 92%, respectively. It is concluded tha
FastPlaqueTB-RIF test may be a useful tool for rapid and accurate detection of rifampicin resistance in M. tuberculosis

GIRIS énemli bir yer tutmaktadir (1). En az izoniyazit (INH) ve rif-
ilag direncinin kisa zamanda ve dogru olarak saptanmasi,  ampisine (RIF) beraberce direng gdsteren tliberkiiloz olgu-
tlberkllozun kontrol altina alinmasinda ve sagaltiminda lar oklu ilag direnli tiberkiiloz (CID TB) olarak tanim-
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lanmaktadir (2-4). izoniyazit ve RIF tiiberkiiloza karsl
sagaltimin en etkin ve baglica uygulanmakta olan iki ilaci-
dir. Coklu ilaca direngli TB hastalarinin sagaltimi tamamen
duyarl olan hastalara gére ¢cok daha zor ve pahalidir. Son
ylllarda Ege Bélgesi'nden bildirilen bazi ¢alismalara gére
CID oranlar %6-10 arasinda degismektedir (5-7). Coklu
ilaca direngli TB’un glinimizdeki durumunu ortaya ¢ikar-
mak, tlberkulloz kontroluna olan etkisi ve sorunu ¢ézmek
icin stratejilerin giziimesi yénunden énem tasimaktadir.
Coklu ilag direncli tuberkuloz olgular arttikga, geleneksel
olarak kullanilan yéntemlere ek olarak, bu amagla yeni
yontemler gelistiriimektedir. ilag direncinin saptanmasi igin
gelistirilen bu ydntemlerden biri mikobakteriyofaj replikas-
yon teknolojisidir (8-11). Mikobakteriyofajlar, mikobakterileri
infekte eden virslerdir. ilk kez 50 yil énce kesfedilmislerdir
ve bugin ginidmuzde bilinen 250’nin Uzerinde mikobakte-
riyofaj bulunmaktadir (12). Topraktan izole edilen D 29 mik-
obakteriyofajl deneylerde kullaniimaktadir. Fajlar sadece
canli bakteriler icerisinde replike olabilmektedir. infeksiyon
ve replikasyon sonrasinda, D 29 bakteriyel hiicre duvarini
parcalar (liziz) ve yeni bir faj jenerasyonu hicre disina
salinir. Fajlar, RIF gibi konakgl bakterilerin replikasyon
mekanizmalarini bozan ilaglarin varliginda replike olama-
maktadirlar. Progenik fajlarin tanisini kolaylastirmak igin or-
tamda kalan ve bakteriyi infekte etmemis fajlarin uzak-
lastirlmasi icin nétralizan antikorlarla absorbsiyon veya sul-
firik asit ve demir bilesikleri gibi reaktiflerle kimyasal inakti-
vasyon gibi basit, yliksek derecede duyarli, mikobakteriye
ve icerisinde replike olan fajlara zarar vermeyen yéntemler
tanimlanmugtir (13). Canli hedef basil igerisinde fajlar hiicre
parcalanip lize oluncaya ve progenik fajlar ortama
salinincaya kadar replikasyona devam etmektedirler. Orta-
ma patojen olmayan ve hizli ireyen Mycobacterium smeg-
matis gibi bir konakginin eklenmesiyle amplifiye edilen pro-
genik fajlar, infeksiyon, replikasyon ve liziz dénguleri
olusturur. Faj amplfikasyonu ve liziz déngisinin tamam-
lanmasi sonrasinda basillerdeki RIF direnci hizli Greyen
hicre kulturd Gzerinde kolaylikla gézlenen saydam (litik)
alanlar seklinde saptanabilmektedir.

Rifmpisin direnci, CID TB igin bir anahtar belirleyicidir (1,
14). Kisa bir sure igerisinde rifampisin direncinin ortaya
cikariimasinin, CID TB sagaltim rejimlerinde degisikliklerin
yapilmasinda yararli olabileceg@i diisinilmektedir. Bu ¢alis-
manin amaci, kiltirde treyen M. tuberculosis kdkenlerin-
de 48 saat icerisinde RIF direncinin saptanmasinda ticari
olarak saglanan bir mikobakteri hizli faj amplifikasyon testi-
nin degerlendiriimesidir.

GEREC VE YONTEM
Mikobakteri kdilttirleri

izmir Gégiis Hastaliklar ve Cerrahisi Egitim ve Arastir-ma
Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvar’nda soyutulan 25
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en az RIF direncli (QiD; 19 kéken) ve 25 RIF duyarl top-
lam 50 M. tuberculosis sugu galismaya alindi.

ilag duyarlilik testleri

Duyarhlk paternleri CDC tarafindan onaylanmis direng
oran yontemi (15) ve BACTEC 460 TB sistemi (Becton
Dickinson, ABD) ile incelendi. Diren¢ oran yéntemi igin
M. tuberculosis H37Rv susu standart sus olarak kul-
lanildi.

Mikobakteriyofaj amplifikasyon testi

Bu iki grup icin RIF direnci, ticari olarak saglanan bir miko-
bakteriyofaj amplifikasyon kiti; FastPlaque TB-RIF (BIOTEC
Lab. Ltd., ingiltere) ile (reticinin dnerilerine gére prose-
dlre uygun olarak aragtirildi (16). Yéntem, M. tuberculosis
kllturlerinde 48 saat igerisinde RIF direncini aragtiran
bakteriyofaj replikasyon temeline dayanmaktadir. Léwenstein-
Jensen (L-J) besiyerinde ureyen kolonilerden yaklasik
yarim 6ze (1 m) dolusu M. tuberculosis kolonisi alindi.
Uretici firma tarafindan saglanan zenginlestirilmis 5 ml
sivi besiyeri (FPTB Medium Plus) igeri-sinde boncuklu
tiplerde silspansiyon hazirlanarak vortekslendi ve
homojenize edildi. Bakteri siispansiyonu iri partikillerin
¢Okeltilmesi amaciyla 10-15 dk. dinlendirildi. Her kdken
icin Uretici firma tarafindan saglanan 6zel kapakli plastik
siselerden iki tane kullanilarak birine 0.5 ml. RIF solus-
yonu, digerine FPTB Medium Plus eklendi. Rifampisin
iceren (RIF+) ve RIF icermeyen (RIF-) siselere daha énce-
den hazirlanmis bakteriyel siispansiyonunun siipernatan
kismindan 0.5’er ml dagitildi. Yavasca karistirilarak
37° C'de 24 saat inkibe edildi. Ertesi giin, érnekler
etlivden alinarak plastik kapakl siselerden birine 1 ml
FPTB Medium Plus konuldu ve negatif kontrol olarak
isaretlendi. Cézeltilmis sensér hucrelerin (M. smegmatis
1072, 1074, 10k diliisyonlar! yapilarak, son diliisyon-
dan 1 ml alindi. Plastik diger bir reaksiyon sisesine ko-
nularak pozitif kontrol olarak isaretlendi. Her bir érnege
ve kontrollere 100 ni bakteriyofaj (Actiphage) solusyonu,
pipet uclarinin plastik reaksiyon siselerine dokundurul-
mamasina dikkat edilerek eklendi. Yavasca sallanarak
icerigin sisenin dibinde karismasi saglandiktan sonra
37° C'de 90 dk inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasinda 10¢
m virUsit solusyonu (Virusol) konakg! hiicreleri infekte et-
meyen tim fajlarin uzaklastinimasi amaciyla her reak-
siyon sisesine eklendi. Siselerin kapaklari sikica kapa-
tilarak altist edildi ve ddndurulerek siselerin tim ig
yuzeylerinin soliisyon ile temas etmesi saglandi. Reak-
siyon siseleri 5 dk oda i1sisinda birakildi ve her birine 5
ml FPTB Medium Plus eklenerek bir kez daha altlst
edilerek karistirildi. Her siseye 1 ml sensér hiicre solis-
yonu eklendi. Daha &nceden eritilip otoklavlanarak
hazirlanmis kati agar (FPTB Agar) 55° C’lik su banyo-
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Sekil 1. FastPlaqueTB-RIF testinin olumlu ve olumsuz kontrol plaklari.

Sekil 2. Rifampisin-direngli bir M. tuberculosis kdkeninin FastPlaque RIF + ve RIF - plaklari.
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Sekil 3. Rifampisin-duyarh bir M. tuberculosis kékeninin FastPlaque RIF + ve RIF- plaklari (bu sekilde tam liziz gérilmektedir).

Sekil 4. Orta derecede direncli olarak degerlendirilen direngli bir M. tuberculosiskdkeninin FastPlaque RIF + ve RIF — plaklari.
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sundan alinarak 5 ml bos steril Petri plaklarina dagitild.
Hizh bir sekilde plastik sise igerikleri plaklara bosgaltilarak
kapaklari kapatildi ve plak igerigi, agarin plagin kapa-
gina dokunmamasi saglanarak dairesel hareketlerle
karistirildi. Agarin katilagsmasi i¢in oda isisinda yaklasik
30 dk beklendi. Petri plaklar ters cevrilerek 37° C’de
gecelik inkiibasyona birakildi. Ertesi giin plaklar etiivden
cikarilarak degerlendirildi.

Degerlendirme

Negatif kontrolde 0-10 saydam alanin (litik bélgeler) ve
pozitif kontrolde 20-300 saydam alanin bulunmasi testin
gecerli oldugunu gdsterdi. Her kdken icin RIF- ve RIF+
plaklar beraberce degerlendirildi. RIF— plakta, saydam
alan <100 bulunan 6rnek degerlendirme digi birakildi ve
yinelendi. RIF— plakta, saydam alan <100 ise ve bununla
birlikte RIF+ plakta, saydam alan <50 bulunan kdékenler
direncli, saydam alan <10 kdkenler duyarli ve 11-49 say-
dam alan bulunan plaklar orta duyarli/direngli kabul edil-
di. Orta duyarli/direngli érnekler icgin test yinelendi. Ayni
sonug alinan suslar orta duyarli/direngli kabul edildi.

BULGULAR

Geleneksel yontemlerle RIF direncli bulunan 25 kékenin
24’4 FastPlaque ile direncli olarak bulundu. Yirmi bes
RIF duyarli kdkenin 22’si FastPlaque ile duyarl olarak
saptandi. Direng oran yéntemi ve BACTEC ile sirasiyla
direngli bulunan bir ve duyarli bulunan G¢ 6rnek iki kez
yinelenen testlerde FastPlaque ile orta duyarli/direncli ol-
arak degerlendirildi. Direncli kékenlerin ila¢ duyarhlk pa-
ternleri ve FastPlague RIF direngleri Tablo 1’de; olumlu,
olumsuz kontrol plaklari, direngli ve duyarli bir M. tuber-
culosis kdkeninin goruntileri Sekil 1, 2 ve 3’te goril-
mektedir. Cok fazla sayida saydam alanin bulunmasi du-
rumunda, plak yuzeyi tamamen saydam (tam liziz) olarak
g6zlenmistir. RIF orta duyarli/direngli bir M. tuberculosis
kékeninin gorunttst Sekil 4'te gorilmektedir. Geleneksel
yoéntemler ve FastPlaque ydntemi ile bulunan sonuglarin
karsilastiriimasi Tablo 2'de g&sterilmektedir.

FastPlaqueTB-RIF icin duyarlilik, 6zgullik ve geleneksel
yoéntemlerle uyumluluk sirasiyla %96, %88 ve %92 ola-
rak; pozitif ve negatif prediktif degerler %100 olarak bu-
lunmustur.

Tablo 1. Direngli M. tuberculosis kékenlerinin ilag duyarlilik

paternleri ve FastPlaque RIF direngleri

Sus No Ornek Direng paterni* FastPlaque RIF direnci

1 Balgam INH, RIF, ETB, STR +
2 Balgam INH, RIF, ETB, STR +
3 Balgam INH, RIF, ETB, STR +
4 Balgam INH, RIF, ETB, STR +
5 Balgam INH, RIF, ETB, STR +
6 Balgam INH, RIF oD
7 Balgam RIF, STR +
8 Balgam INH, RIF, ETB, STR +
9 Balgam INH, RIF, ETB, STR +
10 Balgam INH, RIF, ETB, STR +
11 Balgam INH, RIF, ETB, STR +
12 Balgam INH, RIF, ETB, STR +
13 Balgam INH, RIF, ETB, STR +
14 Balgam INH, RIF, ETB, STR +
15 Balgam INH, RIF, ETB, STR +
16 Balgam INH, RIF, ETB, STR +
17 Balgam INH, RIF, ETB, STR +
18 Balgam INH, RIF, ETB, STR +
19 Balgam INH, STR -
20 Balgam INH, RIF +
21 Balgam INH, RIF, ETB, STR +
22 Balgam RIF +
23 Balgam RIF, ETB +
24 Balgam INH, STR -
25 Balgam RIF, STR +
26 Balgam INH
27 Balgam RIF
28 Balgam RIF +

INH: izoniyazit, RIF: Rifampisin, ETB: Etambutol, STR: Streptomisin,

OD: Orta duyarli/direngli

+: Fastplaque ile RIF direncli, -: FastPlaque ile RIF duyarli

* Direngli kékenlerin 19'u CID (INH ve RIF direngli) olarak bulundu. Ge-
riye kalan 22 kékenin hepsi dort ilaca da duyarli idi. Bunlardan tgu
OD olarak bulundu.

TARTISMA

Faj amplifikasyon teknolojisi, son yillarda, hem tiberk{-
lozun erken tanisi hem de M. tuberculosis kultir kéken-
lerinde kisa surede anti-tiberkilloz ilag direncinin sap-
tanmasinda kullaniimaktadir. Bu amagla birgok ¢alisma
bildiriimektedir (9, 10, 17-24). Bu calismalar arasinda,

Tablo 2. Geleneksel yénemler (direng oran ve BACTEC 460 TB sistemi) ve FastPlaqueTB-RIF rifampisin diren¢ sonuglarinin

karsilastiriimasi

Ydéntem RIF duyarli 6rnek sayisi RIF orta duyarli/direngli érnek sayisi RIF direngli érnek sayisi
(%) (%) (%)

Geleneksel yontemler (Direng oran +

BACTEC 460 TB sistemi) 25 (100) - 25 (100)

FastPlaqueTB-RIF 22 (88) 4 (3/1) 24 (96)

Cilt 17, Sayi 4, Ekim 2003
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lusiferaz bildirici genli bakteriyofaj sistemleri bulunmak-
tadir (11, 21, 22). Bu sistem, ates bdcegi lusiferaz genini
eksprese eden spesifik bildirici fajlarla infekte edilen
canli mikobakterilerden foton salinimini ve bu isik salini-
minin arastirimasini temel alan bir ydntemdir (11, 21).
Bir calismada, bu sistemin L5 lusiferaz mikobakteriyofaji
kullanilarak, duyarl ve direncli M. smegmatis suslarinda
ayirici bir arag olarak kullanilabilecegi bildirilmistir (22).
Bir baska calismada, D29 mikobakteriyofaji kullanilarak
M. tuberculosis Klinik izolatlarinin INH, RIF ve streptomi-
sin (STR) duyarhlklar faj ¢cogaltma teknigi ile arastiril-
migtir (17). Bu ¢alismada, RIF, STR ve INH sonuglarinin
BACTEC ile uyumluluk oranlan sirasiyla %97.7, %93.2
ve %84.1 olarak bulunmusgtur. Ayni galismada, INH igin
yiiksek minimal inhibisyon konsantrasyonu (MiK) bulu-
nan suslar direngli bulunmasina karsin disik MIK
degerli suslar duyarl olarak saptanmigtir. Faj-temelli test-
lerde RIF ve STR duyarhlklarinin BACTEC ile daha
uyumlu oldugu sonucuna varilimistir (17). Albert ve ark.
(18, 19) Giiney Afrika’da iki referans laboratuvarinda
yapmis olduklari arastirmalarda, FastPlaqueTB-RIF tes-
tini geleneksel ila¢ duyarlilik testleri ile karsilastirmis-
lardir. Bu ¢alismalardan birinde (18), kati faz kiltlr or-
taminda Uretilen bakterilerde faj ¢cogaltma teknigi uygu-
lanmistir. Seksenbir RIF direngli toplam 191 susta yapi-
lan ¢alismada, birinci laboratuvarda FastPlaqueTB-RIF’-
nin duyarhlik, 6zglllik ve uyumu sirasiyla %100, %97
ve %98 olarak ve ikinci laboratuvarda ise sirasiyla %100,
%94 ve %97 olarak bulunmustur. Diger calismada ise
(19), BACTEC 460 yari otomatize sivi kiltir sisteminde
Uremeden sonra FastPlaqueTB-RIF sistemi denenmigtir.
Bactec 460 sistemi ile 42’si RIF direngli bulunan toplam
133 sus ¢alismaya alinmis ve duyarlilik, 6zgullik ve uyum
sirasiyla %100, %98.8 ve %99.2 olarak bulunmustur
(19). Turkiye’de, Ankara’dan bildirilen bir calismada (23),
BACTEC 460 TB sistemi ile karsilastirmali olarak 67 RIF
duyarli ve 21 RIF direngli toplam 88 M. tuberculosis
kékeni incelenmis, direngli kbkenlerin hepsi direncli, du-
yarl kdkenlerin 62’si duyarli, ikisi orta duyarli, G¢U ise di-
rencli olarak saptanmistir. FastPlaqueTB-RIF testinin
duyarlihid@i %100, 6zgulligu %95.4, uyumu ise %94.5
olarak bulunmustur.

Bu calismada da, geleneksel yéntemler (direng¢ oran ve
BACTEC 460) ile RIF direngli ve duyarl bulunan kéken-
ler, ticari olarak saglanan bir faj amplifikasyon testi olan
FastPlaqueTB-RIF ile RIF duyarlihgi yéninden incelendi
ve duyarliik %96, 6zglllik %88 ve geleneksel yéntem-
ler ile uyum %92 olarak saptandi. Goklu ilag direnci bulu-
nan 19 kékenin hepsinde FastPlaque ile RIF direnci sap-
tandi, buna karsilik INH ve RIF direnci bulunan bir
Ornekte orta duyarli/direngli sonug alindi.
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Son yillarda, cesitli molekiler yéntemlerle faj ¢cogaltma
yonteminin karsilastirildigi ¢alismalar bildirilmektedir (9
25-27). Cok ilaca direngli TB kuskulu hastalarin balgam
6rneklerinde genotipik Inno-Lipa RIF TB testi ve bu has-
talardan soyutulan kékenlerde mikrokuyucuklu faj repli-
kasyon testi (MPRA) karsilastiriimis, MPRA’nin maliyet
ucuz ve uygulanimi pratik bir test olarak kullanilabilecegi
bildirilmig, testin duyarliigi %94.4 olarak bulunmustur
(9). Londra’da bir mikobakteri referans laboratuvarinda,
M. tuberculosis klinik kbkenlerinde RIF direnci revers
transkripsiyon polimeraz zincir tepkimesi (RT-PZT) ve
bakteriyofaj bazli hizli test ile arastirlmis ve standart di-
reng oran yoéntemi ile karsilastinimigtir (25). Bu calis-
mada, ingiltere’de %90’nin tzerinde RIF direngli izolatin
ayni zamanda izoniyazide de direngli oldugu ve bu ne-
denle CID-TB igin rifampisin direncinin duyarli bir belir-
leyici olarak kullanilabilecegi belirtiimistir. Faj amplifikas-
yon testi, diren¢ oran metodu ile, duyarli suslarda %100,
direncli kdkenlerde %100 uyumluluk gbstermis ve RT-
PZT yonteminin ise duyarlihdi % 97, 6zgulligi % 96 ola-
rak bildirilmigtir (25).

Ayni referans laboratuvarindan bildirilen ve (¢ molekiler
yéntemin M. tuberculosisizolatlarinda RIF direncinin kar:
silagtinimasini iceren bir calismada (26) ise, INNO-LIPA
TB, Mismatch Detect Il ve faj amplifikasyon yéntemleri
ile birincil 6rnek ve kiltlrlerde RIF direngleri aragtiriimig
ve sonuglar diren¢ oran metodu ile karsilagtirimigtir. Bu
¢alismada, direng¢ oran ydntemi ile uyum LIPA, Mismatch
ve faj amplifikasyon igin sirasiyla %100, %93.8 ve %100
olarak bildirilmigtir.

Faj amplifikasyon ydntemi ile RIF direncinin arastirnidig
calismalarda, konvansiyonel ve molekuler yéntemlerle
karsilastiriidiginda yiiksek duyarlilk ve 6zgillik oranlari
bildiriimektedir (8, 9, 17-20, 23, 25, 26). Ancak aktif tliber-
kiloz tanisinda bu ydntemin etkin olmadigi ve gelistiril-
meye gereksinim oldugu arastirmacilar tarafindan bildi-
rilmektedir (24, 27). Cavusoglu ve ark. (27) tarafindan
yapilan bir calismada, direkt baki ve kiltir pozitif hasta-
larda FastPlaqueTB’nin duyarliigi %27, 6zgullugu %97
iken Gen-Probe MTD’nin duyarliigi %91, 6zgulligu %93
olarak bulunmustur.

Sonug olarak, M. tuberculosis Klinik kékenlerinde GiC
TB icin bir belirleyici olabilecek RIF direncinin hizl fa
amplifikasyon testi; FastPlaqueTB-RIF ile, hizli ve dogru
bir sekilde aragtirilabilecegi distnulmektedir. Ancak bu
test icin daha fazla sayida, degisik laboratuvarlarda, ge-
rek geleneksel gerekse molekuler ydntemlerle karsilas-
tirmali olarak ve 6zellikle GID TB olgularinda hastanin
klinik bulgulari ve sagaltimi da g6z éniinde bulundurula-
rak ileri calismalara gereksinim duyulmaktadir.
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