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ヒ ト血 中濃 度 動 態下 に お け る抗 菌薬 の殺 菌作 用評 価 のた め の

auto-simulation装 置 に つ いて の検 討
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抗菌薬の殺菌効果,特 にin〃itroに お けるtime-kill curveを よ り生体内に近い条件下で置

べることを目的 として,我 々はマイクロコンピューター制御 により自動的にヒ ト血中濃度推移

をシミュレー トで きる装置,"Auto-simulator Shionogi(dilution type)"(AS装 置)を 初め

て考案作製 した。AS装 置 を使い これ までに種々の抗菌薬の殺菌作用について検討 して きた。

実験 を進める中で本装置使用に伴 う問題点 のあることが判 り,そ の解決策等 について検討 し

た。

1)従 来のAS装 置 の培地供給管ではその先端部 に菌が局在 し,そ の菌が徐々に培養槽 に送

り込 まれることによってみかけ上の"再 増殖"が 見 られる場合があった。 これに対する対策 と

して培地供給管の先端が培養液 に接 しない構造に改良し解決することがで きた。

2)AS装 置 の培養槽 内壁に付着 した菌が培 養途中に培 養液 中に入 り込み,異 常 なtime-

kill curveを 生 じることがあ り,こ れ を防 ぐためには実験途中で高濃度の薬剤 を含む培養液

で,培 養槽の液面上方の内壁を リンスする方法が効果的であった。

3)被 験菌の中にはAS装 置,特 にサンプ リングチ ューブ内の培養液が滞留 する部分 に

biomm様 の 菌の塊を生成する株が見 られた。 この場合にはtime-kill curveが 乱 れ,デ ータに

再現性が得 られない結果 となって反映 された。

以上のようにAS装 置使用時に種々の原因によって,time-kill curveにartifactが 生 じる

ことがあるので,得 られた成績 を解釈する際にはこのような点について も考慮すべ きと考えら

れる。
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In vitroにおける抗菌薬の殺菌効果を検討する方法とし

ては,従 来から培地内で一定濃度の抗菌薬を作用し続けて

生菌数変化を調べる,い わゆる一定濃度作用が採用されて

きた。しかしヒトの体内において,抗 菌薬は投与後吸収,

代謝および排泄等によりその濃度は経時的に変化し,同 一

濃度で維持されているわけではない。そ こで我々はin

vitroで の殺菌効果検討をする際,抗 菌薬のヒト血中での

濃度推移を培地中でシミュレー トする方法として,最 初は

段階的薬剤濃度調製法(stepwise model)を 採用した1,2)。

しかしこの方法は用手法で段階的に薬剤の濃度を変化させ

るため実際の血中濃度変化に近似していない点や,操 作の

煩雑性の点で問題があった。この問題点を解決するため

に,マ イクロコンピューター制御により自動的に血中濃度

推 移 を 培 養 中 で 再 現 で き る 装 置"Auto-simulator

Shionogi(dilution type)卿(AS装 置)を 初 めて 考案作製

した3)。stepwise model使 用 時 とauto-simulator使 用時

との比 較 検 討 等 を行 った後,今 日 まで 本 装置 を種々 の抗菌

薬 の殺 菌作 用検 討 に使 用 して きた鋤 。 しか し,実 験 を進 め

る 中で,本 装 置使 用 に伴 う問 題点 が あ る こ とが判 り,そ の

解 決 策 に つ いて検 討 を行 っ たの で報 告 す る。

1.材 料 と 方 法

1)使 用 薬 剤

Cephalothin (CET),cephalexin (CEX),tobra-

mycin (TOB), lomefloxacin (LFLX), fosfomycin

(FOM),flomoxef (FMOX), vancomycin(VCM)

の い ず れ も力 価 の 明 らか な 原 末 を使 用 し た。

*豊 中市二葉町3丁 目1番1号
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2)使 用菌株

Staphylococcus aureus No.1525, SR 5766, SR
5695, SR 3636, SR 6109, Escherichia coli NIHJ JC-

2, No,2506, A-106-186を 用 いた。

3>薬 剤感受性試験

日本化学療 法 学会 標 準 法 に準 じ た。Mueller-

Hinton broth (MHB,Difco)を 用 い37℃ 一 夜培養

した菌液を106CFU/mlに 希釈 し,マ イクロプランタ

ーを用い,Mueller-Hinton agar (MHA , Difco)に

接種しMICを 測定 した。

4)殺 菌作用検討

(1)一 定濃度作用

37℃ で3～4時 間培 養 した対 数増殖期 の菌 を用 い,

実験開始時の菌量が105CFU/mlと な るように鯛整 し

使用した。培養は培地 にMHBを 用 い37℃ で撹拝 し

ながら行った。

(2) stepwise simulatio漁 作 用

被験菌液の調製 は一定濃度作用 と同様 の方法で行っ

た。培養は培地にAntibiotic Medium No.3 (ABM

3, Difco) brothを 用 い,37℃ で 撹拝 しな が ら行 っ

た。培養中の薬剤濃度の段階的な調節は,0.5ま た は

1.0時 間毎に行い濃度を高 くする場合 は,高 濃度の薬

剤液をstepwiseに 添加 し,逆 に濃度を低下 させる場

合は培養液を所定量除去 した後,所 定量の新鮮培地を

stepwiseに 加 え調整 した。

(3) auto-simulation作 用

ヒト血中濃度推移にシ ミュレー トした濃度変化 を培

地中で再現で きる装置"Auto-simulator Shiongi

(dilution type)"(AS装 置)を 考案,作 製した(Fig.

1)。本装置はあらかじめ入力 された血中濃度動態パラ

メーター値 をもとに,コ ンピューター制御によりポン

プが駆動し自動的に培養槽中で血中濃度推移 を再現

し,さ らに自動サ ンプラーによりあらかじめ指定 した

Fig. 1. Schema of Auto-simulator Shionogi.

時刻にサ ンプ リングも行 うことができる。得 られたサ

ンプルについて生菌数測定 を行い培賛槽中での生菌数

変化 を調べるものである。剃御作動 は1分 毎に実行さ

れ,濃 度変化の不連統 は少なく連続モデルに近い精度

となっている。本装置 を用いauto-simulation作 用 を

行う場合の培地 はABM3 brothま たはMHBを 用 い

た。被験菌液の調製 は一定濃度作用 と同様の方法で行

い,培 養は37℃ で撹搾 しなが ら行った。

II.結 県

1,stepwise simulation作 用 とauto-simulation

作用 の比較

(1)CET作 用 時

注射剤CETを2g1時 間 点滴静注時のヒ ト血中濃

度推移(実 測値)に シ ミュレー トした濃度変化曲線お

よびそれ よ り求 めた段 階的 な濃度変化 の グラ フを

Fig. 2. Concentration time curve stepwisely or

automatically simulated in serum of human

administered 2 g of cephalothin in 1 hour by

intravenous drip infusion.

a) Esherichia coil NIHJ JC-2
(CET MIC: 6 25 ug/m1)

b) Escherichia coil No. 2506
(CET MIC: 25ileml)

CET: 2g i.v.d/1h×1/day

CET: cepholothm.

Fig. 3. Bactericidal activity of cephalothin

against Escherichia coli in an in vitro model

stepwisely or automatically simulated in

human serum.
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Fig.2に 示 した。E.coli NIHJ JC-2ま た はE.coli

No,2506にCETのstepwise simulationま た はauto

-simulation作 用 を行 った際の生菌数変化 を比較 した

(Fig.3)。

E.coli NIHJ JC-2(CETMIC;6.25μg/ml)で は,

両 作用 とも生菌数 は作用後徐々に減少 し4時 間で101

CFU/ml以 下 となった。E.coli No.2506(CET MIC;

25μg/ml)で は,両 作 用 とも,生 菌数 は作用後徐々

に減少し3時 間で102CFU/ml以 下 になったが,そ の

後再増殖 した。両株の生菌数変化の問 にはMICを 反

映 した差がみ られた。 またいずれの株の生菌数変化 と

も,stepwise simulation作 用 とauto-simulation作

用 との間に差は見られなかった。

(2)CEX作 用 時

経口剤CEX250mgを 経 口投与 した場合の ヒ ト血

中濃度推移にシミュレー トした濃度変化曲線およびそ

れよ り求めた段階的な濃度変化 のグラフをFig.4に

Fig. 4. Concentration time curve stepwisely or

automatically simulated in serum of human

orally administered 250 mg of cephalexin.

CEX 250 mg p. o.•~1/day

CEX: cephalexin.

Fig. 5. Bactericidal activity of cephalexin

against Staphylococcus aureus No. 1525 in an
in vitro model stepwisely or automatically
simulated in human serum.

示した。 また各々のSimulation作 用 をS.aureus No

1525に 対 して行 った時 の生菌数変化 を調べ た(Fig,

5)。 両作用とも,作 用後徐々に生菌数 は減少 し6時 間

では102CFU/ml以 下 となり,生 菌変化パターンはほ

ぼ同様 であった。

2,一 定濃度作用 とauto-simulation作 用の比較

メチ シリン耐性Staphylococcus aureus(MRSA)

SR5766株 にVCMの 一定濃度作用を行 った場合の殺

菌曲線をFig.6に 示 した。0,78ま た は1.56μg/朗 の

濃度で作用 した場合には生菌数 は作用後徐々に減少す

るがその後再増殖す る傾向が見 られたが,3,13μg/

ml以 上 の濃度では減少し続け24時 間後には検出限界

以下 となった。

SR5766株 に,VCM1g1時 間点滴静注時の血中濃

度推移 にシ ミュレー トしたauto-simulation作 用 を

行 っ た場 合 の濃度 変化 をFig.7に,生 菌数変化を

Fig。8に それぞれ示 した。接種菌量105,107CFU/ml

MRSA: methicillin-resistant Staphylococcus aureus

Fig. 6. Time-kill curve of vancomycin against

MRSA SR 5766.

Fig. 7. Concentration time curve automatically

simulated in serum of human administered 1g

of vancomycin by 1 hour intravenous drip

infusion.
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MRSA SR 5766 (VCM MIC: 0,78ƒÊg/ml)

MRSA: methicillin-resistant Staphylococcus aureus

VCM: 1g i. v. d. /1h•~2/day

VCM: vancomycin.

Fig. 8. Bactericidal activity of vancomycin

against MRSA SR 5766 in an in vitro model

automatically simulated in human serun.

FOM: fosfomycin, FMOX: flomoxef.

Fig. 9. Concentration time curve automatically

simulated in serum of human administered 0.5

g flomoxef and 0.5 g. fosfomycin by 1 hour
intravenous drip infusion.

とも,生 菌数 は作用 とともに減少 し続 け11時 間 また

は17時 間後には検出限界以下 とな り,再 増殖 は見 ら

れなかった。

3.auto-simulation作 用 における実験間の変動幅

について

auto-simulation作 用 時の生菌数変化 データの実験

間の変動幅について調べ るためにMRSA SR 5695株

にFMOXお よびFOMを0.5g1時 間 点滴静注(12

時間 ×2回/日,同 時併用)時 に シ ミー レー トした

auto-simulation作 用 を日を変え3回 同様 の方法で実

験を行 った。両剤の濃度変化 をFig.9に 示 す ように

制御しながら行 った各実験時 の生菌数変化 をFig.10

に示 した。1回 目作用後の生菌数の最大減少値,12

時間後の生菌数,お よび2回 目作用後の最大減少値

は,実 験間で約10倍 以上異 なる場合のあるこ とが示

MRSA SR 5695 (MIC: FMOX 12,5, FOM 100ƒÊg/ml)

MRSA: methicillin-resistant Staphylococcus aureus

FOM: fosfomycin, FMOX: flomoxef.

Fig. 10. Bactericidal activity of flomoxef and

fosfomycin in simultaneous combination

against MRSA SR 5695 in an in vitro model

automatically simulated in human serum.

された。

4.AS装 置使用時の諸問題 について

(1)培 地供給管内での菌の局在

E.coli NIHJ JC-2株 に,TOB(60mg,筋 注)と

LFLX(100mg,経 口投与)を 同時併用時 に シミ義

レー トしたauto-simulation作 用 を行 う実験系におい

て,培 養2.5,3.0,3.5時 間 後 に培地 供給 管(Fig.

11a)内 か ら直接採取 した試料 と,培 養槽内か らオー

トサンプラーによって採取された試料について生菌数

測定 を行 った(Fig.12)。 培 地供給管内の生菌数 は培

養槽 のそれに比べ10倍,11.2倍,4.4倍 といずれの

時間においても多 くなっていた。培地供給管内に菌が

局在 していることが判ったので,こ の問題を解消する

ために従来の培地供給管(従 来管)を,培 養液 に接 し

ないように短 くカットし,さ らに滴下時の培養液の飛

散防止のために管 を細 くしたもの(改 良管)に 加工 し

た(Fig.11b)。 改 良 管 と従 来 管 を 用 い,E.coli

NIHJJC-2とE.coli A-106-186株 にTOBとLFLX

の同時併用時のauto-simulation作 用 を行い生菌数変

化 を比較 した(Fig。13)。 従 来管を使用 した場合 には

両株 とも生菌数は2時 間後までは減少 しその後"再 増

殖"す る結果 となった。改良管 を使用 した場合には,

両株 とも作用後生菌数は徐々に減少 して,3ま たは7

時 間後に検出限界以下 となった。

(2)菌 の器壁への付着

MRSA SR 5766株 に,VCMを191時 間点滴静注

(12h×2回/日)時 にシミュレー トしたauto-simu-

lation作 用 の実験系において,培 養1時 間後 に最高濃

度のVCM(48.14μg/ml)を 含 む培養液で,培 養槽
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a) Before reforming b) After reforming

Fig. 11. Schema of culture bottle in Auto-simulator Shionogi.

The part where an abnormally high density of bacteria

 appeared is indicated by the arrow.

TOB 60 mg i. m.+LFLX 100 mg p.o.

TOB: tobramycin, LFLX: lomefloxacin

Fig. 12. Comparison of viable cells in culture

bottle and in the tube supplying the medium.

の液面上方の内壁をリンスするという操作を加 えた場

合 と加 えない場合 につ いて生菌数変化 を比較 した

(Fig.14)。 リンスを行 った場合 には作用後生菌数 は

徐々に減少18時 間後には検出限界以下 となったのに

対 し,リ ンス操作を行わない方は18時 間以降に"再 増

殖"が 認められた。

(3)biofilmの 発生

(1)S.aureus SR 3636株(FMOX MIC;1.56μg/

m1)に 対 してFMOX1g1時 間 点 滴静 注(12h×1

回/日)時 にシミュレー トしたauto-simulation作 用

を行 った(Fig.15)。 生 菌数は作用後減少 し続 け6時

間後には検出限界以下 となった。その後 も菌 は検出さ

れなかったが,14時 間 後に異常に高い増加率での菌

a)E.coli NIHJ JC-2 b)E.coti A-106-186

TOB 60mg i. m.+LFLX 100 mg p.o.

TOB: tobramycin, LFLX: lomefloxacin.

Fig. 13. Comparison of time-kill curves obtained

before and after reforming the tube supplying

the medium.

数上昇が見 られその後 も徐々に増加 し続けた。 しかし

実験後,サ ンプ リングチューブ内を観察すると局所に

バイオフイルム様の菌の塊(バ イオフイルム)が 生成

しているのが認められた。同株 を用いた再実験におい

てもバイオフィルムの生成は再現された。

(2)S.aureus SR6 109株(FMOXMIC;0.78μg/

ml)に 対 してFMOX191時 間 点滴静注(12h×1

回/日)時 にシミュレー トしたauto-simulation作 用

を同様に行った。 この場合には,生 菌数は作用ととも

に減少 し100CFU/mlの オー ダーが続 き,14時 間以

降か ら再増殖が見 られたが,異 常 な菌数上昇はなく,
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VCM: 1g i. v. d/l h•~2/day

VCM: vancomycin.

Fig. 14. Comparison of time-kill curves obtained

from experiments with or without rinsing the

inner surface of the culture bottle with me-

dium containing a high concentration of anti-

biotics.

FMOX: 1g i. v. d./1h•~1/day

FMOX: flomoxef.

Fig. 15. Bactericidal activity of flomoxef against
Staphylococcus aureus SR 3636 in an in vitro
model automatically simulated in human

serum.

またバイオフィルムの生成 も観察 されなかった。同時

にFMOX0.5gお よび2.0g作 用 について も同様 に

検討 したが,0.5g作 用 で は再増殖が起 こり29作 用

では再増殖はな く,1.0g作 用 の結果 とあわせる と作

用doseと 生菌数変化 との間には相関関係が見 られ た

(Fig.16)。

III.考 察

In virtoに お ける抗 菌薬 の殺菌効 果(time-kill

curve)を,生 体内により近づけた条件下で調べ るた

めにこれまでに多 くの努力がなされて きた。 これ らの

中で抗菌薬の血中濃度推移 にシ ミ凶レー トしなが ら殺

菌効果を検 討 す る試み は村 川 ら5),Randolphら6),

FMOX: 0.5g, 1g, 2g 1. v. d. /1h•~1/day

FMOX: flomoxef.

Fig. 16 Bactericidal activity of flomoxef against

Staphylococcus aureus SR 6109 in an in vitro
model automatically simulated in human
serum.

Leitnerら7)に よってすでに報 告されて きた。 これ ら

は血中濃度推移へのシ ミュレー トはstepwise model

で行 ってお り,以 前我々 もこの方法 で検討 した1,2)。

しか しこのstepwise simulationは 用手法で段階的に

薬剤濃度 を変化させる方法のため,実 験精度や操作の

煩雑性の点に問題があった。そこで我々 はコンピュー

ターによって自動的にかつ連続的にシミュレー トで き

る装置,"Auto-simulator Shionogi(dilution type)"

(AS装 置)を 初めて考案作製 した。次にCETま たは

CEXを 用 い用手法によるstepwise simulation作 用時

とAS装 置 使用によるauto-simulation作 用 時 とにつ

いて殺菌作用成績を比較 したが,い ずれの薬剤の場合

にも両作用方法間 にほ とん ど差異は見 られなかった。

この結果,自 動的に精度良 く濃度制御できるAS装 置

は実用可能 と判 断された。 またその後AS装 置には,

夜 間等の無人運転時 に備 え採取 した試料 を冷却保存で

きる装置 も考案 し追加装備 している。

MRSA SR5766にVCM(1g)auto-simulation

作 用 した場合に生菌数は減少 し続け再増殖は見 られな

かった。 この場合VCMは 最 低で も3.13μg/ml以 上

の濃度が維持 されてお り,一 定濃度作用実験において

3.13μg/ml以 上 では再増殖 は起 こらなか った結果 と

一致していた
。 このように本実験においては,一 定濃

度作用成績がauto-simulation作 用成績 に反映 されて

おり,両 作用間に関連性が認められた。

auto-simulation作 用 実験 における実験間の変動幅

については,培 養後の各時点 における生菌数 は実験間

で約10倍 程差が開 く場合が見 られ た。AS装 置の諸

機能の精度には問題がない ことより,実 験間の変動 は
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主に被験菌側 の因子によるもの と考えられる。厳密な

比較実験を行う場合には,同 一の被験菌液を用い同時

に複数のAS装 置を使用する必要がある。

auto-simulation作 用実験 において,生 薗数が徐々

に減少した後に"再 増殖"に 急転する現象が時々見ら

れた。この点にっいて追求 したところ培地供給管の先

端部分(内 径2.84mm長 さ150mmの ス テンレスチ

ューブ)に 菌が局在するために起 こるartifactで あ る

ことが判明した。培地供給管の先端部分 は培養液に漫

る構造 となっていたが,こ の部分への薬液の拡散が不

十分 となり,そ のため菌は増殖 し培養槽内の他の部分

に比べ高い菌濃度 となったものと考えられた。培養開

始後薬剤濃度が上昇 している間は培地供給 は行われ

ず,ピ ークを過 ぎると濃度 を下げるために培地供給管

から培地が1分 毎に供給される。 これに伴い管内の菌

も槽内に流れ込むため,み かけ上の"再 増殖"と なる

ものと思われる。この現象 は培地供給管 を短 くし培養

液に浸 らな くすることにより解決 された。

auto-simulation作 用 において,培 地供給管の改良

後 にも異常に早い速度での"再 増殖"が 発生 した。 こ

の原因 として実験開始時に菌液を培養槽内に接種する

際,ま たは培養開始時の撹絆の際の液面の変動によっ

て菌が内壁に付着し,こ れが培養途中に培養液中に入

り込 む ことが考 えられた。そ こでMRSAに 対 する

VCMのauto-simulation作 用実験 において,培 養1

時 間後に最高濃度のVCMを 含 む培養液で,培 養槽の

液面上方の内壁 をリンスする操作を加えたところ"再

増殖"は 起 こらなかった。 これ と同様の現象は,デ ー

タには示 していないがVCMの 一定濃度作用の実験に

おいて も発生 した。 この場合 には容器(フ ラスコ)を

外側か らバーナーで加熱することにより防 ぐことがで

きた。 これ らの現象 はVCMのMRSAに 対 す る殺菌

作用は短時間では弱い8)こ とにより,VCM作 用 時に

特に顕著に現れたものと考えられるが,い ずれの薬剤

を使用する場合にも器壁への菌の付着には注意する必

要がある。

MRSA SR 3636株 にFMOXをauto-simulation作

用 した実験において,作 用12時 間 から14時 間 の間に

400倍 に増加 した。 この株の倍加時間 は約27分 であ

り2時 間では約20倍 程度の増加 と推定 されるので こ

の増加 は異常 と判断され,検 討 した結果サンプリング

チューブ内にバイオフィルム様の菌の塊(バ イオフィ

ルム)の 生成によるartifactで あ ることが判明 した。

これはFMOX作 用 が12時 間 ×1回 だけのため薬剤濃

度が低 くなった時点で,し か もサンプ リングチューブ

の接続部で送液が滞留 しやすい部分に菌の魂が生成 し

た もの で あ る。 ま たパ イ オ フ ィル ム を作 らない

SR 6109株 に 同様 な作 用を行 った場合 には,FMOX

の作用dose(0.5, 1,0, 2.0g)に 相 関 した生菌数変

化成績が得 られた。

以上のようにauto-simulation作 用 実験 で得 られた

生薗数変化デークの中に異常 と判断 される"再 増殖"

曲線が見 られた時にはartifactの 可能性 も考慮する必

要があると考えられ る。

次に本装置はいわゆる"dilution type"9～11)であ り,

薬 剤濃度 を低下 させ る場合 に新鮮培地 を追加するがこ

の時,培 養液量 を一定に保つために培養液の一部を除

去せざるをえない。 この時菌 も同時に除去され,み か

け上 の菌数減少が伴 う。 これ に対 する方策 としては,

除去液量をもとに補正計算 を行 うということが考えら

れるが,こ れは培地置換による影蠻等を無視したあく

までも計算上の値 と考 えられる。菌液が除去されると

いう点は"dilution type"に とって避けられない問題

点であるが,auto-simula価on作 用 による成績は対照

等 との比較 という点では意義のあるものと考 えられ

る。dilution type以 外 にも,メ ンブ レンを利用し菌

数を変 えることな く薬剤濃度だけを変える方法も報

告12)さ れ ているが,薬 剤の濃度変化 は拡散に頼 らざ

るを得ず,種 々の濃度変化,特 に急激な濃度変化を行

う際には限界があるもの と思われ る。本装置使用に関

する今後の課題 としては,生 体内により近づけるため

に,培 地の代わ りにヒト等の血液を用いる実験が挙げ

られる。血液使用に伴 う諸問題,た とえば使用血液量

を少な くするための実験系の縮小化や,血 液添加によ

る培地の粘性化に対 する対策等について現在検討中で

ある。
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Study of an auto-simulation apparatus for evaluating bactericidal

activity of antibiotics in human serum
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We devised the"Auto-simulator Shionogi"(AS apparatus) which uses a microcomputerto

automatically regulate the concentration time curve to simulate that in human serum in order to
evaluate the bactericidal activity of antibiotics under conditions closely resembling those in the
human body. We have used the AS apparatus in conducting many experiments to evaluate the
bactericidal activities of various antibiotics.We encountered some problems,but these were solved
as described below.

1) An abnormally high density of bacteria occasionally appeared in the tubesupplying the
medium, which had its tip immersed in the medium of the culture bottle.These bacteria led to false
"re

growth"in the time-kill curve. To prevent this problem, the tube tip was reformed so that it was
not immersed in the medium.

2) During the auto-simulation experiment, bacteria that attached to the inner surface of the
culture bottle were released into the culture medium, and abnormal time-kill curves resulted.To
avoid this problem, the inner surface of the bottle was rinsed with culture medium containing a high
concentration of antibiotics.

3) Some bacterial strains formed biofilm-like lumps in the sampling tube. When this occurred,
random time-kill curves were obtained and the reproducibility of the data could not be assured.

In using the AS apparatus, the artifacts should be taken into considerartion when interpreting the

data obtained.


