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儿童肺炎支原体感染特征及危险因素分析*

高霏1,蒋圣露1,郭笋2**

(1.张家口学院,河北张家口
 

075000;2.河北省中医院)

【摘要】 目的 分析儿童肺炎支原体感染临床特点及危险因素,指导临床抗感染防控。 方法 收集患儿咽拭子样

本,采用Nest-PCR法扩增验证肺炎支原体感染,并依据23S
 

rRNA序列变异情况分析菌株耐药性。统计学分析影响患

儿发生肺炎支原体感染的危险因素。 结果 1042例儿童患者中,肺炎支原体感染患者135例,感染率为12.96%。男

性感染率9.03%(57/631),女性感染率18.98%(78/411),女性高于男性。<1岁患儿感染率7.93%(18/227),1~2岁

感染率9.09%(24/264),3~5岁感染率9.73%(32/329),6~14岁感染率27.48%(61/222),随患儿年龄增长,肺炎支原

体感染率增高。春季感染率16.81%,夏季感染率6.92%,秋季感染率21.72%,冬季感染率9.18%,秋季感染率最高,

春季次之。调查不同疾病类型患者肺炎支原体感染情况见表2。不同疾病类型患儿感染率从高到低分别为大叶性支气

管肺炎23.39%、哮喘急性发作18.52%、间质性肺炎14.29%、上呼吸道感染12.24%、支气管肺炎9.80%、支气管炎

9.09%、毛细支气管炎8.45%、其他7.23%。大叶性支气管肺炎患儿感染率最高,哮喘急性发作患儿次之。135株肺炎

支原体对红霉素、乙酰螺旋霉素、克拉霉素、阿奇霉素、罗红霉素的耐药率为17.78%、14.07%、11.11%、8.89%和

7.41%。肺炎支原体23S
 

rRNA序列变异率为28.15%,其中V区2063位点变异率为19.26%,V区2064位点变异率

为8.89%。 结论 应高度重视学龄儿童呼吸道感染发生,特别是在春秋季节,大叶性支气管肺炎和哮喘急性发作患

儿,应积极检测肺炎支原体感染情况,避免大范围流行传播。监测肺炎支原体23S
 

rRNA基因变异情况,对耐药株流行

传播控制具有重要意义。
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【Abstract】 Objective Clinical
 

characteristics
 

and
 

risk
 

factors
 

of
 

M.pneumoniae
 

infection
 

in
 

children
 

were
 

analyzed
 

to
 

guide
 

prevention
 

and
 

treatment
 

of
 

clinical
 

anti-infection. Methods Pharyngeal
 

swabs
 

of
 

children
 

were
 

collected,M.

pneumoniae
 

infection
 

was
 

confirmed
 

by
 

Nest
 

PCR
 

amplification,and
 

resistance
 

of
 

the
 

strain
 

was
 

analyzed
 

according
 

to
 

the
 

variation
 

of
 

23S
 

rRNA
 

sequence.The
 

risk
 

factors
 

of
 

M.pneumoniae
 

infection
 

in
 

children
 

were
 

analyzed
 

statistically. Re-

sults Among
 

the
 

1
 

042
 

children,135
 

had
 

M.pneumoniae
 

infection,with
 

an
 

infection
 

rate
 

of
 

12.96%.The
 

infection
 

rate
 

was
 

9.03%
 

(57/631)
 

in
 

male
 

and
 

18.98%
 

(78/411)
 

in
 

female.The
 

infection
 

rate
 

of
 

M.pneumoniae
 

in
 

female
 

children
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

male
 

children.The
 

infection
 

rate
 

of
 

<
 

1
 

year
 

old
 

children
 

was
 

7.93%
 

(18/227),that
 

of
 

1-2
 

years
 

old
 

was
 

9.09%
 

(24/264),that
 

of
 

3-5
 

years
 

old
 

was
 

9.73%
 

(32/329),and
 

that
 

of
 

6-14
 

years
 

old
 

was
 

27.48%
 

(61/222).The
 

infection
 

rate
 

of
 

M.pneumoniae
 

increased
 

with
 

the
 

age
 

of
 

children.The
 

infection
 

rate
 

was
 

16.

81%
 

in
 

spring,6.92%
 

in
 

summer,21.72%
 

in
 

autumn
 

and
 

9.18%
 

in
 

winter.The
 

infection
 

rate
 

was
 

the
 

highest
 

in
 

autumn
 

and
 

the
 

second
 

in
 

spring.M.pneumoniae
 

infection
 

in
 

patients
 

with
 

different
 

disease
 

types
 

were
 

investigated
 

in
 

table
 

2.The
 

infection
 

rates
 

of
 

children
 

with
 

different
 

disease
 

types
 

from
 

high
 

to
 

low
 

were
 

lobar
 

bronchopneumonia
 

23.39%,acute
 

asth-

ma
 

18.52%,interstitial
 

pneumonia
 

14.29%,upper
 

respiratory
 

tract
 

infection
 

12.24%,bronchopneumonia
 

9.80%,bron-

chitis
 

9.09%,bronchiolitis
 

8.45%
 

and
 

others
 

7.23%.The
 

infection
 

rate
 

of
 

children
 

with
 

lobar
 

bronchopneumonia
 

was
 

the
 

highest,followed
 

by
 

children
 

with
 

acute
 

attack
 

of
 

asthma.The
 

resistance
 

rates
 

of
 

135
 

strains
 

of
 

M.pneumoniae
 

to
 

erythro-

mycin,acetylspiramycin,clarithromycin,azithromycin,and
 

roxithromycin
 

were
 

17.78%,14.07%,11.11%,8.89%,and
 

7.41%.The
 

mutation
 

rate
 

of
 

M.pneumoniae
 

23S
 

rRNA
 

sequence
 

was
 

28.15%,of
 

which
 

the
 

mutation
 

rate
 

of
 

site
 

2063
 

in
 

region
 

V
 

was
 

19.26%
 

and
 

that
 

of
 

site
 

2064
 

in
 

region
 

V
 

was
 

8.89%. Conclusion High
 

attention
 

should
 

be
 

paid
 

to
 

the
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occurrence
 

of
 

respiratory
 

tract
 

infection
 

in
 

school-age
 

children,especially
 

in
 

the
 

spring
 

and
 

autumn,Children
 

with
 

lobar
 

bronchopneumonia
 

and
 

acute
 

attack
 

of
 

asthma
 

should
 

actively
 

detect
 

the
 

infection
 

of
 

M.pneumoniae
 

to
 

avoid
 

large-scale
 

epidemic
 

transmission.Monitoring
 

the
 

gene
 

variation
 

of
 

M.pneumoniae
 

23S
 

rRNA
 

is
 

of
 

great
 

significance
 

for
 

the
 

control
 

of
 

the
 

epidemic
 

spread
 

of
 

drug-resistant
 

strains.
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  肺炎支原体感染以儿童患者发病居多,在全球范

围内均有发病。研究发现,肺炎支原体传染源通常为

感染患者或者携带者,可以经过鼻、咽、喉等部位的分

泌物传播到空气中,经飞沫、气溶胶等方式发生流行传

播[1]。肺炎支原体由于缺乏细胞壁,可以通过滤菌器,
并且可以在无生命培养基中生长繁殖,在临床感染中

检出率较高[2]。肺炎支原体是最小的原核细胞型微生

物,作为胞外寄生菌,通常不会侵犯患者血液、组织,但
会通过其机体特殊结构,紧密地黏附在易感宿主的细

胞膜受体上,逃避黏膜纤毛的清除作用以及吞噬细胞

的吞噬作用,从而在宿主中释放有毒代谢物,严重损伤

宿主细胞[3]。同时,由于缺乏细胞壁,肺炎支原体对影

响细胞壁合成的抗生素具有耐药性,临床耐药株也在

日益流行。因此,积极分析儿童患者肺炎支原体感染

临床特点及危险因素,以及菌株耐药性特点,可以为儿

童患者肺炎支原体感染防治及临床治疗提供指导。

材料与方法

1 临床资料

收集1
 

042例儿童肺炎患者临床资料,其中男性

患儿631例,女性患儿411例;<1岁患儿227例,1~
2岁患儿264例,3~5岁患儿329例,6~14岁患儿

222例;感染患者诊断标准:以发热、鼻塞、咳嗽等症状

为主;肺部听诊有痰鸣、喘鸣,伴有或不伴有湿性啰音;

X射线检查有支气管炎或肺炎征象,如点片状、间质性

改变、絮状浸润影、节段性或大叶性肺实质浸润影或肺

门淋巴结肿大。排除标准:合并结核病、免疫缺陷性疾

病、先天性心脏病、反复呼吸道感染患儿;以及临床资

料不详者。

2 主要试剂与仪器

肺炎支原体快速液体培养基购买自北京联立信生

物技术有限公司;细菌基因组DNA提取试剂盒购买

自德国Qiagen公司;Premix
 

Taq等购买自Takara公

司;PCR扩增仪及凝胶电泳仪购买自美国Bio-Rad公

司;高速恒温离心机购买自上海安亭科学仪器厂;低温

冰箱购买自青岛海尔公司;药敏试剂盒购买自南京黎明

生物制品有限公司;抗菌药物购买自哈尔滨制药总厂。

3 肺炎支原体鉴定及耐药性分析

收集患儿入院后24
 

h内标本:采用一次性无菌拭

子,轻柔划取患者咽部分泌物,将拭子置于0.9%无菌

生理盐水中,充分浸泡、反复洗脱后,贴壁挤干后弃去,
将标本置于-20

 

℃保存。采用细菌基因组DNA提取

试剂盒,从收集的患儿临床标本中提取肺炎支原体

DNA,严格按照试剂盒说明书进行操作。采用nest-
PCR对肺炎支原体的16S

 

rRNA区片段进行扩增检

验,引物见表1。两轮 PCR 反应体系与条件一致。

PCR反应体系:DNA 模板5
 

μL、上、下游引物各1
 

μL、Premix
 

Taq
 

25
 

μL,双蒸水补足至50
 

μL;反应条

件:95
 

℃预变性3
 

min;95
 

℃变性40
 

s,56
 

℃退火40
 

s,72
 

℃延伸40
 

s,30个循环后;72
 

℃终延伸5
 

min。
采用1.2%琼脂糖凝胶,对二轮PCR扩增产物凝胶电

泳,经凝胶成像仪拍照记录结果。同时,针对培养患儿

临床标本,采用支原体IST检测药敏试剂盒,对病原

体进行药敏试验分析,药物包括罗红霉素、红霉素、乙
酰螺旋霉素、克拉霉素、阿奇霉素。

表
 

1 耐药基因PCR扩增引物
Table

 

1 The
 

amplified
 

primers
 

of
 

drug-resistant
 

genes
 

for
 

PCR
基因名称

Gene
 

name
引物序列(5'→3')
Primer

 

sequence
核酸位点

Site
产物长度(bp)
Product

 

length
16S

 

rRNA
第一轮

F:AAGGACCTGCAAGGGTTGT
R:CTCTAGCCATTACCTGCTAA

277

16S
 

rRNA
第二轮

F:CTCTAGCCATTACCTGCTAA
R:ACTCCTACGGGAGGCAGCAGTA

141

933F/R
F:GTGCTGGAAGGTTAAAGAAG
R:GATAGTTTCACACTTAGATG

1845-2777 933

342F/R
F:GAGGTTAGCGCAAGCAAGC
R:ATTAGAACAGCACACAACCA

1865-2206 342

303F/R
F:AAGAGTTCATATCGACGGCAG
R:ATAGTTTCACACTTAGATG

2474-2776 303

4 肺炎支原体23S
 

rRNA检测

采用 Nest-PCR法扩增菌株的23S
 

rRNA 区片

段,内 套 引 物 为 342F/R 和 303F/R,外 套 引 物 为

933F/R,引物序列见表1所示。经过两轮PCR反应

完成扩增检验,反应体系与反应条件完全一致。PCR
反应体系:DNA 模板5

 

μL、上、下游引物各2
 

μL、

Premix
 

Taq
 

25
 

μL,双蒸水补足至50
 

μL;反应条件:95
 

℃预变性3
 

min;95
 

℃变性30
 

s,56
 

℃退火30
 

s,72
 

℃
延伸1

 

min,35个循环后;72
 

℃终延伸5
 

min。采用

1.5%琼脂糖凝胶,对二轮PCR扩增产物进行凝胶电

泳,并将扩增产物纯化送大连宝生物公司测序。

5 统计学分析

采用统计学分析软件SPSS
 

25.0对患者临床资料
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进行统计学分析,经卡方检验,以P<0.05判定为差

异显著。

结 果

1 不同性别患者肺炎支原体感染情况

1
 

042例儿童患者中,肺炎支原体感染患者135
例,感 染 率 为 12.96%。男 性 感 染 57 例,感 染 率

9.03%(57/631),女性感染78例,感染率18.98%
(78/411),女性患儿感染率高于男性患儿,差异有统计

学意义(χ2=21.8269,P<0.05)。

2 不同年龄患者肺炎支原体感染情况

<1岁患儿感染18例,感染率7.93%(18/227),1
~2岁感染24例,感染率9.09%(24/264),3~5岁感

染32例,感染率9.73%(32/329),6~14岁感染61
例,感染率27.48%(61/222)。各年龄组患儿感染率

差异有统计学意义(χ2=52.7511,P<0.05)。随患儿

年龄增长,肺炎支原体感染率增高;6~14岁患儿肺炎

支原体感染率最高。

3 不同季节患者肺炎支原体感染情况

春季患儿238例,感染40例,感染率16.81%;夏
季患儿289例,感染20例,感染率6.92%;秋季患儿

221例,感染48例,感染率21.72%;;冬季患儿294
例,感染27例,感染率9.18%。不同季节患者肺炎支

原体感染率差异有统计学意义(χ2=5.1676,P<
0.05)。秋季患者肺炎支原体感染率最高,春季患者肺

炎支原体感染率次之。

4 不同疾病类型患者肺炎支原体感染情况

调查不同疾病类型患者肺炎支原体感染情况见表

2。感 染 率 从 高 到 低 分 别 为 大 叶 性 支 气 管 肺 炎

23.39%、哮 喘 急 性 发 作 18.52%、间 质 性 肺 炎

14.29%、上呼吸道感染12.24%、支气管肺炎9.80%、
支气 管 炎 9.09%、毛 细 支 气 管 炎 8.45%、其 他

7.23%。其中,大叶性支气管肺炎患儿肺炎支原体感

染率最高,哮喘急性发作患儿感染率次之,且与其他患

儿感染情况相比,差异有统计学意义(P<0.05)。

5 肺炎支原体耐药性

135株肺炎支原体对红霉素、乙酰螺旋霉素、克拉

霉素、阿奇霉素、罗红霉素的耐药株数为24、19、15、12
和12 株,耐 药 率 为 17.78%、14.07%、11.11%、

8.89%和7.41%。
肺炎支原体23S

 

rRNA 序列变异率为28.15%
(38/135),其中V区2063位点变异率为19.26%(26/

135),V区2064位点变异率为8.89%(12/135)。V
区2063位点变异率较高,且与V区2064位点变异率

差异有统计学意义显著(χ2=6.0027,P<0.05)。

表
 

2 不同疾病类型患者肺炎支原体感染情况

Table
 

2 M.
 

pneumoniae
 

infection
 

in
 

patients
of

 

different
 

diseases

疾病
Diseases

患者数
Cases

感染数
Infection

 

cases

感染率(%)
Infection

 

rate
χ2 P

大叶性支气管肺炎 124 29 23.39
哮喘急性发作 135 25 18.52
间质性肺炎 126 18 14.29

上呼吸道感染 147 18 12.24

13.5804
* 0.0002

支气管肺炎 153 15 9.80
支气管炎 132 12 9.09

毛细支气管炎 142 12 8.45
其他 83 6 7.23

4.2555
** 0.0391

注:*与其他疾病患儿相比,大叶性支气管肺炎患儿感染率较高,差异显著;**
与其他疾病患儿相比,哮喘急性发作患儿感染率较高,差异显著。

讨 论

在全球范围内,肺炎支原体感染致患儿发生肺炎

疾病的病例均有报道,其发病率在住院肺炎患者中所

占比例可达10%~20%。已知肺炎支原体、肺炎衣原

体以及病毒(如呼吸道合胞病毒、流感病毒、副流感病、
腺病毒等)都是肺炎患儿常见感染病原体,其中肺炎支

原体感染引发的患儿肺炎发病率有上升趋势,同时,肺
炎支原体对抗菌药物的耐药程度也在不断增加,引起

临床高度重视。肺炎支原体是原核细胞型微生物,没
有细胞壁,可以不需要细胞培养基的条件下生长[4]。
肺炎支原体的流行传播,可以通过呼吸道飞沫,或者与

肺炎支原体携带患者接触等方式,得以扩散和传播。
研究表明[5],发生肺炎支原体耐药株感染的患儿,临床

治疗过程明显长于肺炎支原体敏感株感染的患儿,并
且,抗菌药物的用药疗程及更换频率也要远高于肺炎

支原体敏感株感染的患儿,提示肺炎支原体耐药菌株

的增多,会导致临床治疗效果欠佳。然而,大环内酯类

药物具有口服吸收效果好、毒副作用低、更适于儿童使

用等特点,临床上还会将其作为肺炎支原体感染治疗

中的主要抗生素来使用[6]。因此,加强临床肺炎支原

体分离株的耐药性监测,可以有效遏制病原菌耐药株

的大范围流行。
由于喹诺酮类抗菌药物对使用患儿骨骼发育有不

良影响,四环素类抗菌药物会使患儿牙齿变黄、牙齿发

育不良,因此临床治疗患儿感染时避免使用此类药物。
对于肺炎支原体感染患者的临床治疗中,通常会首选

大环内酯类抗菌药物,这类药物通常作用于肺炎支原

体的核糖体50s亚基,通过干扰菌体中蛋白质合成发

挥灭菌作用[7]。临床治疗肺炎支原体感染时,常采用

红霉素、克拉霉素、阿奇霉素以及罗红霉素。由于具有

剂型安全、不良反应少、组织渗透能力强等优势,已经

成为临床治疗肺炎支原体感染患者的主要抗菌药物。
随着大环内酯类抗生素的广泛应用,导致肺炎支原体
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对大环内酯类抗菌药物的耐药程度日益严重。其中,
亚洲地区,特别是中国和日本,肺炎支原体的耐药问题

愈加严重[8]。肺炎支原体对大环内酯类抗菌药物产生

耐药性,使得临床采用大环内酯类药物治疗时有效性

降低,延长抗感染治疗进程。通常来说,病原菌对药物

产生耐药特性,是由于菌体内遗传突变导致的,遗传突

变使药物结合靶位点蛋白结构发生变化,即使药物可

以与菌体蛋白结合,但很快也会被菌体排出体外,导致

药物失效[9]。肺炎支原体对大环内酯类药物的耐药

性,是由于菌体中核糖体大亚基中23S
 

rRNA的V区

发生2063或2064位点的基因突变造成的[10]。本研

究对儿童患者样本中分离的肺炎支原体23S
 

rRNA序

列变异情况进行分析,结果表明,耐药基因检出情况与

耐药性趋势一致,并且V区2063位是主要变异位点,
是导致耐药性产生的主要原因,临床积极监测23S

 

rRNA的V区序列变异情况,对耐药菌株流行传播及

耐药性发展控制具有重要意义。此外,第三代大环内

酯酮内酯类抗生素,如噻霉素、泰利霉素,对耐药菌感

染治疗有效。但有报道称[11],泰利霉素可能严重损伤

使用者的肝功能和视力,临床治疗中仍应慎重使用,目
前噻霉素安全性问题未有报道。因此,积极研发临床

抗肺炎支原体感染药物,减少耐药株流行传播,对于肺

炎支原体感染治疗及耐药性问题控制具有重要意义。
随着年龄增长,临床儿童患者肺炎支原体感染发

生率明显增加。不同年龄的患儿,机体免疫状态存在

差异,导致肺炎支原体感染与患儿年龄密切相关[12]。
通常情况下,小于3岁的婴幼儿患者感染时常表现出

轻症或者亚临床感染状态,但对于3岁以上患儿呼吸

道感染通常由于肺炎支原体感染所致。婴幼儿患者肺

炎支原体感染率较低,可能是由于患儿机体免疫系统

发育不完全,发生感染时其机体免疫应答较差,机体内

特异性抗体的效价较低,不易发生阳性检测结果,最终

导致婴幼儿患者血清学标本难以获取、肺炎支原体感

染症状并不明显等情况,肺炎支原体感染检测阳性率

较低[13]。另外,儿童患者的生活环境也与其自身发生

肺炎支原体感染情况有关,6岁以上的患儿已经开始

上学,多数时间处于集体生活学习环境,由于环境人口

密度相对较大,患儿发生交叉感染几率增加。这也是

导致不同年龄患儿肺炎支原体感染率差异的原因。
临床患儿发生肺炎支原体感染时,不仅存在地域

差异特点,还存在季节性分布特点。肺炎支原体感染

主要是通过患者的呼吸道,在各个季节均可发病,但不

同季节发病率有所差异。本研究发现,肺炎支原体感

染的儿童患者在秋季发病率较高,春季感染发病率次

之,这可能是由于秋、春季节的环境条件,如温度、湿度

等,更适合肺炎支原体生长繁殖,导致病原菌更易于发

生流行性传播。有报道称[14],肺炎支原体的流行传播

呈散发或小流行趋势,每隔3~5年就会出现肺炎支原

体感染患儿的地区性流行,特别是在人群相对密集的

学校、幼托机构等地区,极易发生大范围流行,应高度

重视学龄儿童呼吸道感染发生,特别是春秋季节,应积

极检测肺炎支原体感染情况,避免大范围流行传播。
本研究发现,女性患儿发生肺炎支原体的感染率

明显高于男性患儿,这可能与研究患儿自身特点等因

素有关。大叶性支气管肺炎患儿的肺炎支原体感染率

最高,哮喘急性发作患儿感染率次之[15]。大叶性支气

管肺炎患儿发生肺炎支原体感染率较高,可能是由于

此类疾病在年龄稍长患儿中流行导致的,患儿感染肺

炎支原体时更容易检出阳性结果。有报道称[16],患儿

肺炎支原体感染与哮喘发病及诱发疾病加重有直接关

系,也与患者肺功能慢性减退或恶化等有关系。这与

本研究报道结果一致,在本研究中,哮喘急性发作患儿

中,肺炎支原体感染率较高。但患儿发生肺炎支原体

感染时,会导致其哮喘迁延不愈、反复发作,严重影响

疾病治疗进程,因此,积极关注大叶性支气管肺炎和哮

喘急性发作患儿肺炎支原体感染情况,对于降低肺炎

支原体临床感染率具有重要意义。
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微卫星基因鉴别是当前应用最为广泛的白念珠菌基因

型鉴定方法。本研究采用微卫星基因鉴别法鉴定99
株白念珠菌基因型,共得到25种基因型,其中30-45
基因型的菌株数量最多,共32株;其次为32-45,共16
株,31-45共13株。白念珠菌的主要基因型为30-45、

32-45及31-45,三者占白念珠菌的61.62%。其余基

因型菌株均有分布,检测结果与既往研究不太一致。

Donders等[14]报道,南京地区 VVC患者感染白念珠

菌的 常 见 基 因 型 为 30-45、32-46、21-21。Gunther
等[15]报道,日本VVC患者感染白念珠菌的主要基因

型为23-23和32-41。以上差异可能与研究对象的地

域差异性、样本量等因素相关。此外,本研究纳入病例

数尚少,需通过扩大样本量作进一步研究。
分析单纯性 VVC及复杂性 VVC患者感染白念

珠菌的基因型,两组患者感染的白念珠菌主要基因型

均为30-45、32-45及31-45。而16-16、17-17及22-22
基因型白念珠菌均分离自单纯性 VVC,可能是单纯

VVC的优势基因。
临床上推荐使用氟康唑作为治疗VVC的主要药

物,但不少患者在停药后又复发。本研究选择氟康唑

及伏立康唑进行白念珠菌的耐药性测试,并对耐药白

念珠菌进行基因型分析。结果显示,共16株白念珠菌

对氟康唑产生耐药。16株耐药菌共得到10种基因

型,以30-45、32-45两种基因型菌株较多,32-46、17-
47、18-22、30-47及32-48基因型较少。共11株白念

珠菌对伏立康唑产生耐药。11株耐药菌共得到8种

基因型,以31-45基因型菌株数较多,30-45和30-46
菌株数较少。由此可见,不同耐药株的基因型分布有

所不同,但其均集中在出现频率较高的几种基因型。
综上所述,VVC患者感染的念株菌主要为白念珠

菌,微卫星基因分析显示白念珠菌的主要基因型为

30-45、32-45及31-45,且氟康唑、伏立康唑耐药白念珠

菌,以及复杂性VVC白念珠菌多为上述3种基因型,
可为VVC的治疗提供参考。
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