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>&nterococcus faecium a développé une mul-
tirésistance aux antibiotiques dont les glyco-
peptides. Les glycopeptides (vancomycine et
teicoplanine) agissent sur les entérocoques en
se fixant sur les précurseurs de la paroi bacté-
rienne dont ils empéchent ainsi la formation.
La résistance est due a I'acquisition d’un opé-
ron de génes coopérant pour synthétiser des
précurseurs sans affinité pour les glycopepti-
des. Des épidémies sont survenues récemment
en milieu hospitalier dues a des souches de
€. faecium appartenant @ un complexe clonal
(CC17) adapté a I’hopital. Les épidémies peu-
vent étre controlées par des mesures appro-
priées et de nouveaux antibiotiques qui sont
disponibles. La dissémination de souches adap-
tées aux conditions hospitaliéres nécessite leur
surveillance étroite. <

Les entérocoques sont responsables d’infections
humaines, principalement dues a énterococcus fae-
calis (80 % a 90 % des cas) et a Enterococcus faecium
(5 a 10% des cas) tandis que les autres espéces
occasionnellement retrouvées sont Enterococcus gal-
linarum, Enterococcus casseliflavus, Enterococcus
durans, Enterococcus avium et Enterococcus hirae [1].
€n 2006, les entérocoques représentaient 6,4 % des
micro-organismes isolés au cours d’infections noso-
comiales en France et étaient classés au 5 rang apres
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa et les staphylocoques a coagulase négative
[2]. Les infections urinaires sont les plus fréquentes
alors que des infections sévéres ne sont pas rares,
a type de bactériémies, endocardites ou infections
intra-abdominales [1].

Alors que les entérocoques sont des bactéries consi-
dérées comme peu virulentes, leur multirésistance
aux antibiotiques représente le principal probleme en
pratique clinique; c’est particulierement vrai lors des
infections dues a &. faecium, souvent résistant a tou-
tes les B-lactamines [3]. La famille des glycopeptides
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(vancomycine, teicoplanine) constitue une option thérapeutique
de choix pour le traitement des infections dues a ces germes. Les
entérocoques sont naturellement sensibles & la vancomycine (CMI!
modale de 1 mg/I) et a la teicoplanine (CMI modale de 0,5 mg/1), si on
excepte les deux espéces naturellement résistantes a la vancomycine,
€. gallinarum et €. casseliflavus [4]. Les premiéres souches d’entéro-
coques résistantes aux glycopeptides (ERG) ont été décrites a la fin
des années 1980 en France et en Angleterre. Depuis, ces souches ont
largement diffusé, notamment aux Etats-Unis ol elles représentent un
important probléme de santé publique [5].

Mode d’action des glycopeptides

Comme les B-lactamines et la fosfomycine, les glycopeptides
sont des inhibiteurs de la synthese de la paroi bactérienne, plus
précisément du constituant majeur de celle-ci, le polymére pepti-
doglycane (Figure 1) [6, 7]. Le mode d’action de ces antibiotiques
repose sur leur forte affinité pour I'extrémité des précurseurs
monomériques de la paroi se terminant par un dipeptide D-alanyl-
D-alanine a laquelle ils se fixent par I'intermédiaire de cing
liaisons hydrogéne (Figure 2) [8]. Les glycopeptides s’y fixent au
niveau de la face externe de la membrane cytoplasmique (Figure 1)
[6, 7]. Sans pénétrer dans le cytoplasme, ils empéchent ainsi, par
encombrement stérique (du fait de leur masse moléculaire élevée
d’environ 1500 Da), les étapes enzymatiques (transglycosylation
et transpeptidation) au cours de I’assemblage du peptidoglycane
naissant (Figure 1) [6, 7].

! La CMI est la plus faible concentration d’antibiotique capable de provoquer une inhibition compléte de la
croissance d’une bactérie (définition OMS).

Atrticle disponible sur le site http://www.medecinesciences.org ou http://dx.doi.org/10.1051/medsci/20102611936
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Figure 1. Représentation schématique de la
biosynthése du peptidoglycane et du mode
d’action des glycopeptides. La synthése du pep-
tidoglycane s’effectue en trois étapes : (1) une
étape intra-cytoplasmique (C) avec formation
d’UDP-N-acétyl-muramoyl-pentapeptide a
partir d’UDP-N-acétyl-muramoyl-tripeptide et
d’un dipeptide D-Ala-D-Ala; (2) la transloca-
tion via un transporteur lipidique des précur-
seurs pentapeptidiques (lipide I/lipide Il) de

la surface interne vers la surface externe de la
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n n
L-Ala L-Ala L-Ala
D-Glu p-Alg-D-Ala D-Glu D-Glu
L-Lys L-Lys L-Lys
C Y a 1 Yy 1 Yy
[L'g“‘e (bdi) D-Ala D-Ala
D-Ala D-Ala D-Ala
HR ; Lipide |
acemase Acide N-acétyl-
L-Ala N-acétyl-muramique glucosamine

Mécanismes de résistance aux glycopeptides

La résistance aux glycopeptides est due a la production de précurseurs
de la paroi modifiés (terminés par D-alanyl-D-lactate ou D-alanyl-
D-sérine) et & I’élimination des précurseurs naturels de haute affinité
(terminés par D-Ala-D-Ala) [9]. Cette modification de cible résulte
de la coopération de plusieurs génes organisés en opéron codant pour
I’ensemble des enzymes nécessaires a la reprogrammation du peptido-
glycane [9, 10]. Le changement porte sur I’extrémité du précurseur et
fait disparaitre une liaison hydrogene essentielle. Ainsi I'affinité de la
vancomycine pour les précurseurs terminés par D-Ala-D-Lac devient-
elle mille fois moins élevée que celle pour les précurseurs sauvages
(terminés en D-Ala-D-Ala) (Figure 2) [8].

Neuf types de résistance aux glycopeptides ont été décrits a ce
jour, sur des critéres phénotypiques et génotypiques (Tableau |)
[6, 11, 12]. Huit correspondent & un mécanisme de résistance
acquise (VanA, VanB, VanD, Van€, VanG, VanL, VanM et VanN) tandis
qu’un seul est une caractéristique intrinséque d’espéce (VanC chez
€. gallinarum et €. casseliflavus) [3, 91. Les types VanA et VanB sont
les phénotypes les plus fréquemment retrouvés chez les entéroco-
ques (surtout €. faecium) alors que seul VanA a diffusé chez une
dizaine de souches de S. aureus rapportées aux Etats-Unis [9]. Les
souches VanA sont hautement résistantes a la vancomycine et a la
teicoplanine de fagon inductible alors que les souches VanB présen-
tent des niveaux variables de résistance uniquement a la vancomy-
cine, seule inductrice [9].

L'opéron vanA est classiquement porté par un transposon (élément
génétique mobile) de typeTn3 (Tn1546) et comprend cing génes
impliqués dans la résistance aux glycopeptides (vanHAXYZ) et deux
génes de régulation (vanRS) (Figure 3) [10]. Le géne vanH code
pour une déshydrogénase qui réduit le pyruvate en D-Lac et fournit
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membrane cytoplasmique (M) ; (3) Iincorpo-

ration de ces précurseurs au peptidoglycane

L'|A|° naissant par transglycosylation et la formation

f?LGIu de ponts interpeptidiques par transpeptida-
-Lys

D-IAylu tion au niveau de la paroi (P). La fixation de

D—IAla I’antibiotique au niveau de I’extrémité D-Ala-

Lipide Il D-Ala des précurseurs pentapeptidiques inhibe
Chaine les étapes finales de transglycosylation et de
latérale

transpeptidation (d’apres [6, 71).

un substrat pour la ligase codée par le gene vanA qui
catalyse la formation d’un depsipeptide? D-Ala-D-Lac.
Apres diverses étapes, ce depsipeptide est finalement
incorporé au peptidoglycane en cours d’élongation.
Cependant, la résistance ne peut s’exprimer puisque la
synthése bactérienne de précurseurs sauvages persiste
et qu’il suffit qu’un petit nombre gagne la surface de la
bactérie pour que la vancomycine s’y fixe et interrompe
la synthese de la paroi. L'élimination de ces précur-
seurs « sensibles » est la tache du gene vanX qui code
pour une D,D-dipeptidase, qui hydrolyse le dipeptide
D-Ala-D-Ala formé par la ligase naturelle Ddl, et du
géne vany qui code pour une D,D-carboxypeptidase qui
élimine le D-Ala terminal des précurseurs en cas d’éli-
mination incompléte du D-Ala-D-Ala par vanX. €Enfin,
I’expression de I'opéron vanA est contr6lée par un sys-
teme de régulation a deux composants, un activateur
transcriptionnel et un capteur histidine-kinase, codés
respectivement par les génes vanR et vanS [10].
Notons qu’il existe des souches résistantes (VanA ou
VanB) qui sont dites dépendantes & la vancomycine ou
a la teicoplanine («toxicomanes») car elles requie-
rent la présence de I’antibiotique pour leur croissance.
Ceci est lié a la présence de mutations dans le gene
ddl rendant la ligase naturelle non fonctionnelle. Ces
souches dépendent donc entierement de I'opéron de
résistance exprimé apres induction pour la synthese de
peptidoglycane [6, 10].

? Dans un depsipeptide, au moins une liaison amide (-CONHR-) est remplacée par
une liaison ester (COOR).
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Résistance Acquise Naturelle
Niveau Haut Variable Modéré Bas
Type VanA VanM VanB VanD Van€& VanG VanlL VanN VanC1/C2/C3
Sensibilité
Vancomycine R R r-R R r r
Teicoplanine R R S r-R S S S S S
Transférabilité + + + - - + - + -
Principales £. faecium €. faecium €. faecium €. faecium €. faecalis €. faecalis €. faecalis €. faecium €. gallinarum
especes €. faecalis £ faecalis €. faecalis €. casseliflavus
bactériennes Diverses especes
d’entérocoques
Inductible Constitutive
Expression Inductible ? Inductible  Constitutive o Inductible Inductible Constitutive ]
Constitutive Inductible
Support du géne Plasmide Chromosome
. ) Chromosome Chromosome ? Chromosome Chromosome
de résistance (Chromosome) (Plasmide)
Terminaison
D-Ala-D-Lac D-Ala-D-Ser

des précurseurs

Tableau I. Résistance aux glycopeptides chez les entérocoques. R : haut niveau de résistance (CMI> 16 mg/1) ; r: bas niveau de résistance (CMI 8-16 mg/I) ;

S: sensible (d’apres [6, 11, 12]).

Situation épidémiologique

Comparaison Europe-états-Unis

La fréquence des ERG s’est rapidement accrue aux Etats-Unis apres leur
premiere description en 1990 a New York, alors que leur présence en
Europe a été rapportée plus tardivement [13]. Ces souches sont devenues
endémo-épidémiques dans les hopitaux nord-américains avec une pro-
portion de souches résistantes a la vancomycine qui atteint 28 % en 2003
et une place au 3¢ rang des bactéries multirésistantes dans les unités de
soins intensifs [13]. Ces souches ne sont pas restées confinées aux seu-
les unités de soins intensifs et la proportion de souches résistantes est
devenue similaire dans les autres unités de soins depuis quelques années.

Uincapacité des équipes américaines a controler les épi-
démies a été attribuée a la diffusion trop tardive des
recommandations et a leur application hétérogene selon
les établissements, bien que les mesures soient efficaces
quand elles sont appliquées [14].

Portage communautaire d’entérocoques

résistants aux glycopeptides en Europe

€n France et dans divers pays européens, sauf au Royaume-
Uni qui connaissait quelques problemes épidémiques, la
proportion de résistance a la vancomycine parmi les enté-
rocoques isolés d’hémocultures est restée stable jusqu’en

OH

Me
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N

0 Me
N-acyl-D-Ala-D-Ala N-acyl-D-Ala-D-Lac
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Figure 2. Liaison entre la vancomycine et les dif-
férentes formes de dipeptide terminal des précur-
seurs pentapeptidiques. Cing liaisons hydrogene sont
impliquées avec le dipeptide D-Ala-D-Ala, alors que
seulement quatre le sont avec le dipeptide D-Ala-D-
Lac (d’apres [8]).



2003 a moins de 2% [15] avec de rares épidémies de diffusion limitée.
€n contraste avec la situation en milieu hospitalier, plusieurs études
européennes ont retrouvé dans les années 1990 une prévalence de por-
tage fécal communautaire des ERG surprenante, allant jusqu’a 28 %
en Belgique [16]. €n France, 2 % des patients hospitalisés en service
de réanimation (essentiellement des entrants) étaient porteurs d’€RG
dans leurs selles [17] ; ce portage était de 9 % dans une population de
sujets jeunes et en bonne santé [18].

Ce portage communautaire a été relié a I'utilisation en Europe d’un
glycopeptide apparenté a la teicoplanine, I’avoparcine, comme addi-
tif alimentaire (facteur de croissance) chez les animaux de rente,
essentiellement porcs et volailles [29] (=). (=) Voir Particle de

Les ERG seraient sélectionnés chez les animaux ~ Pascal Sanders, page 930
et transmis & I’homme via la chaine alimen- 4¢°Mumére
taire. Ces souches animales ne se sont pas disséminées dans les hopi-
taux malgré leur introduction répétée a I'occasion d’admissions de
patients porteurs dans ce milieu propice aux épidémies.

L'utilisation de ’avoparcine en Europe a été proscrite en 1997. €n 1999,
une étude de "ANSES (Agence nationale de sécurité sanitaire) réalisée
sur des échantillons de caeca de poulets frangais retrouvait que 5,4 %
des isolats de €. faecium étaient résistants a la vancomycine et multi-
résistants a d’autres antibiotiques [19]. Cette étude a été répétée en
2000, 2001 et 2002, et la proportion de souches résistantes observée
était respectivement de 5,6 et 0 %. Le portage humain en communauté
n’a pas été réévalué récemment. Cependant, une étude de I’Observa-
toire national de la résistance aux antibiotiques (ONERBA) réalisée
en juin 2006 a permis d’étudier la fréquence de portage digestif d’€RG
chez les patients hospitalisés en réanimation et en onco-hématologie
et chez ceux présentant des diarrhées suspectées d’étre causées par

Clostridium difficile [20]. Un total de 76 laboratoires
d’hopitaux, dont la plupart n’avaient pas d’épidémie a
€RG, ont recu des écouvillons rectaux de 4 263 patients
dont 0,32 % étaient porteurs d’€RG, dont 9 €. faecium
vanA, 3 €. faecium vanB, et un €. hirae vanB. La fré-
quence du portage est donc considérée actuellement
comme faible en dehors d’un contexte épidémique.
Uavoparcine n’a jamais été utilisée aux Etats-Unis,
contrairement a sa diffusion en Europe, et le portage
communautaire y est rare.

Changements récents d’épidémiologie

en Europe et en France

Malgré la situation initialement rassurante, des chan-
gements dans la prévalence des ERG ont été rapportés
récemment en Europe (Figure 4) [21]. €n 2005, la Gréce
et le Portugal rapportent un taux de résistance aux
glycopeptides chez les €. faecium isolés d’hémoculture
avoisinant 40 %, et ’Allemagne un taux de plus de 10 %,
ce qui témoigne d’une évolution de la situation.

En France, les premiers signaux d’alerte ont été les
déclarations de cas groupés a I'Institut de veille sani-
taire (InVS) dont le nombre a augmenté brutalement
depuis 2004 (Figure 5). De plus, des épidémies hospita-
lieres d’ampleur inhabituelle dans trois groupes hospi-
taliers éloignés géographiquement ont été rapportées en
2004-2005. Entre 62 et 144 patients ont été touchés dans
ces établissements sur un total de plus de 400 patients.
Ces épidémies sont considérées comme étant contrdlées

Régulation Résistance
P P..
vanR van$ vanH vanA vanX m—
Régulateur  Capteur Déshydrogénase Ligase D,D- D,D- Inconnue
dipeptidase carboxy- (résistance &
peptidase lateicoplanine)
UDP UDP
L-Ala D-Ala D-Ala-D-Ala L-Alqg = [-Ala
~__— E D-6lu e D:Glu
VanX UDP L-Lys L-Lys
n D-Ala D Ala
L-Ala D-Ala
D-IGIu
L-Lys UDP Figure 3. Résistance de type VanA. Haut: organisa-
! * tion de I"opéron vanA (les fléches indiquent les génes
Pyruvate VarR D-Lac D-Ala-D-Lac L-IAla et la direction de la transcription). Bas : représen-
D-IG|U tation schématique de la syntheése des précurseurs
L—ILys du peptidoglycane aprés induction par un glycopep-
DTA|G tide. P, promoteur des génes de régulation; P,
D-Lac promoteur des génes de résistance (d’apres [6]).
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actuellement [22, 23]. La diffusion des souches par les filiéres de soins
lors de transferts de patients colonisés a joué un rdle important dans
ampleur des épidémies et les difficultés a les controler. Les signale-
ments de cas a €RG, soit nouveaux dans des hopitaux qui n’en avaient
jamais eus, soit épidémiques, se sont multipliés depuis (Figure 5).
Parmi les 902 ERG isolés de 2006 a 2008 et recus au Centre national de
référence, 94,8 % étaient des &. faecium et 4,6 % des €. faecalis. Les
deux tiers des . faecium contenaient les génes vanA (66,7 %) alors que
33,1 % et 0,3 % contenaient respectivement les genes vanB et vanD.
L'analyse des souches par électrophorése en champ pulsé a montré
que, pour un hopital, un ou plusieurs clones majeurs et quelques
clones minoritaires étaient associés a I’épidémie. Les clones majori-
taires peuvent diffuser dans les établissements proches mais ils sont
différents entre hopitaux éloignés, hormis de rares exceptions.

Suite aux épidémies de 2004-2005, diverses recommandations ont
été émises (voir la fiche opérationnelle’ diffusée par la Direction de
I’hospitalisation et de I’organisation des soins du 6 décembre 2006).
L'application de ces recommandations a permis le controle plus ou
moins rapide des épidémies a chaque fois qu’elles étaient signalées.
Globalement, de plus en plus d’établissements rapportent des isole-
ments d’€RG, mais les épidémies sont contrdlées plus rapidement et la
situation en 2009 n’est pas celle d’'une endémo-épidémie « a I’améri-
caine » comme on pouvait le craindre. Les chiffres de résistance a la
vancomycine chez les €. faecium isolés d’hémoculture restent trés bas
pour la France (moins de 2 % en 2008) [21].

Pourquoi I’épidémiologie a-t-elle changé ?
€n utilisant diverses méthodes de typage, en particulier des techni-
ques de séquencage comme le Multilocus Sequence Typing (MLST),

il est apparu qu’'un groupe de clones de €. faecium isolés en milieu

¥ http://cclin-sudest.chu-lyon.fr/Signalement/CAT/sommaire.html (voir ERV).
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Figure 4. Evolution de la proportion de cas de
résistance a la vancomycine. Résistance chez
les €. faecium isolés d’hémocultures en Europe
de 2002 a 2008 [21].

hospitalier pouvait étre identifié et dis-
tingué des clones isolés chez les ani-
maux et les humains porteurs sains en
communauté [5, 24]. Ce groupe de clo-
nes appelé clonal complex 17 (CC17) est
caractérisé par des marqueurs comme la
résistance de haut niveau a "ampicilline,
la présence (non constante) des génes
de virulence esp et hly et la résistance
aux fluoroquinolones [5]. Les souches
CC17 se sont adaptées a I’hopital depuis
plusieurs années mais n’étaient pas ini-
tialement résistantes a la vancomycine.
Le modele qui est proposé est celui de la dissémination
de souches de €. faecium CC17 adaptées a I’hopital qui
nont acquis que récemment des plasmides de résis-
tance a la vancomycine. U'acquisition de ces plasmides
par les souches CC17 serait due a leur transfert horizon-
tal a partir des souches communautaires ERG introdui-
tes a I’hopital lors de 'admission de patients porteurs,
mais cette hypothese reste a confirmer.
Il semble donc que 'on soit confronté a une situa-
tion nouvelle caractérisée par la présence de souches
d’€RG adaptées a I’hdpital qui sont par définition plus
difficiles a éradiquer.

Traitement des infections a ERG

Le traitement habituel des infections a entérocoques
repose soit sur I'ampicilline (ou I’amoxicilline), soit
sur la vancomycine associée a la gentamicine dans
les infections séveres. Ces antibiotiques ne sont pas
utilisables en présence de €. faecium résistants aux
glycopeptides car ils sont presque toujours résistants
a I"ampicilline. Face a cette impasse thérapeutique,
le développement d’antibiotiques nouveaux a permis
d’apporter quelques solutions.

Le premier antibiotique développé a été la quinupris-
tine-dalfopristine, une streptogramine injectable,
dérivée de la pristinamycine [25]. La nécessité d’une
administration de cet antibiotique par cathéter cen-
tral, 'apparition de résistance chez &. faecium (envi-
ron 10%) et la résistance naturelle, constante, de
€. faecalis en ont limité "usage.

Le linézolide, seul représentant d’une nouvelle
famille, les oxazolidinones, administrable en intra-
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Figure 5. Signalement a PInstitut de veille sanitaire (InVS) des cas d’infections/colonisations a entérocoques
résistants aux glycopeptides et nombre de souches recues au CNR et résistantes aux antibiotiques (Laboratoire

associé entérocoques) de 2001 a 2008 [Roland Leclercq]. Le nombre de cas signalés annuellement est indiqué

mies sont décelées trés tot et si les
efforts indispensables sont faits, elles

peuvent étre contrdlées. Ce contrdle est
nécessaire si I’on veut éviter le transfert
de la résistance aux glycopeptides aux
staphylocoques dorés multirésistants
comme cela a été observé aux €tats-
Unis. Ce danger existe d’autant plus que
la France, comme d’autres pays euro-
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veineux ou per os, est actif contre les ERG (CMI modale 1 mg/I)
quelle que soit I'espéce, et a été utilisé dans cette indication
[25]. Alors que la fréquence de I’utilisation de cet antibiotique
allait croissant, quelques souches d’€RG résistantes au linézolide,
parfois épidémiques, ont été rapportées, notamment aux €tats-
Unis [26]. La résistance est due a des mutations ribosomiques au
niveau du site de fixation de I’oxazolidinone.

La tigécycline est une glycylcycline qui a 'intérét par rapport aux
tétracyclines classiques d’étre active contre les souches résistantes
a ces derniéres [25]. Les souches cliniques résistantes sont excep-
tionnelles. Cependant, "expérience clinique avec la tigécycline dans le
traitement des infections a ERG est trés limitée.

Ces trois antibiotiques récemment développés sont bactériostati-
ques contre les entérocoques. Seule la daptomycine, un nouveau
lipopeptide cyclique administrable par voie intraveineuse, se montre
bactéricide. Cependant, cet antibiotique a surtout été développé
contre les staphylocoques et I’expérience clinique, insuffisante dans
les infections @ entérocoques, ne permet pas son utilisation dans le
cadre de "autorisation de mise sur le marché.

Au total, si plusieurs antibiotiques sont maintenant disponibles, I'ef-
ficacité de la plupart d’entre eux dans les infections a ERG reste a
valider.

Conclusion

Pour les entérocoques, comme pour d’autres bactéries, la multi-
résistance aux antibiotiques complique la prise en charge des
patients infectés [27, 28]. ’épidémiologie des ERG a récemment
changé en France et en Europe avec la survenue d’épidémies hospi-
talieres. Cependant, I’histoire récente nous montre que si les épidé-
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peens, connait un taux (=) Voir Particle

d’O0ana Dumitrescu
etal., page 943 de
ce numéro

encore trop élevé de
staphylocoques multi-
résistants [30] (=).
La dissémination de souches appartenant a un
complexe clonal considéré comme adapté a I’h6-
pital fait prédire que les ERG ne pourront étre
complétement éradiqués des hopitaux. C’est la sur-
veillance constante de ces bactéries et une réaction
rapide pour le contréle des épidémies débutantes
qui permettront d’éviter une situation endémique
irréversible. ¢

SUMMARY

Enterococci resistant to glycopeptides

Enterococci are responsible for various community-
and hospital-acquired infections. Glycopeptides
(vancomycin and teicoplanin) are active against
these microorganisms by inhibiting cell wall synthesis
through binding to cell wall precursors. Enterococcus
faecium has developed multidrug resistance, including
resistance to glycopeptides. Resistance to glycopep-
tides is due to the acquisition of an operon of genes
cooperating to synthesize precursors devoid of affinity
for the glycopeptides. Outbreaks were recently repor-
ted in hospital settings. These outbreaks were due to
€. faecium isolates belonging to an hospital-adapted
clonal complex (CC17) characterized by high level
resistance to ampicillin and fluoroquinolones and fre-
quently containing virulence factors. Outbreaks may
be controlled by appropriate measures and new anti-
biotics are available in therapy. However, spreading
of clonal strains adapted to hospitals require close
surveillance. ¢
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