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Molekularni epidemiologie tuberkulézy
v hlavnim mésté Praha vletech 2013 a 2014

Tietzeova E., Pinkova M., Zemanova I.

Narodni referen¢ni laboratof pro mykobakterie, Statni zdravotni Ustav Praha

SOUHRN

Cil prace: Fylogenetickad analyza kmend Mycobacterium
tuberculosis metodou MIRU-VNTR a jejich zarazeni do jed-
notlivych linif a sublinif.

Material a metodiky: DNA 132 kmen( M. tuberculosis ziska-
nych od pacientl z hlavniho mésta Praha v roce 2013 a 2014.
Byla pouzita metoda MIRU-VNTR. Kmeny byly webovym
softwarem MIRU-VNTRplus identifikovdny a zafazeny do
geneticky pribuznych skupin.

Vysledky: Nejcastéjsi vyskyt onemocnéni tuberkuldzou
v populaci byl prokdzan u muzl mezi 45. az 54. rokem.
Ziskané kmeny M. tuberculosis se vyznacuji vysokou po-
lymorfif v poctu repetitivnich sekvenci. Identifikovany byly
tfi globalni linie: 1 - Indo-Ocednska, 2 - Vychodo-Asijska
a 4 - Euro-Americka, zastoupena 85,6 % kmen(, ke které
bylo pfifazeno 9 sublinii: Haarlem (40,9 %), H37Rv (25,8 %),
S, Cameroon, LAM, X, NEW-1, URAL a Delhi/CAS. PIna iden-
tita repetitivnich sekvenci byla prokazana u 28,0 % kmen(

ABSTRACT

Tietzeova E., Pinkova M., Zemanova |.: Molecular epidemio-
logy of tuberculosis in the capital of Prague in 2013 and 2014
Aim: Phylogenetic analysis of Mycobacterium tuberculosis
strains by the MIRU-VNTR method and their assignment to
lineages and sublineages.

Material and methods: DNA of 132 strains of M. tuberculo-
sis was recovered from patients in the capital of Prague in
2013 and 2014. The MIRU-VNTR method was used. Using the
MIRU-VNTRplus website tools, the strains were identified and
assigned to genetically related groups.

Results: The highest prevalence of TB was reported in males
aged between 45 and 54 years. The isolates of M. tuberculosis
show high polymorphism in the number of repetitive sequen-
ces. Three global lineages were identified: 1 - Indo-Oceanic,
2 - East-Asian, and 4 - Euro-American, represented by 85.6 %
of strains, comprising nine sublineages: Haarlem (40.9 %),
H37Rv (25.8 %), S, Cameroon, LAM, X, NEW-1, URAL, and
Delhi/CAS. Fully identical repetitive sequences were found

Tuberkuléza (TBC) je onemocnéni zpiisobené patogen-
nim agens Mycobacterium tuberculosis komplex (MTBC).
a priciny umrti. Z hlediska biologické bezpec¢nosti patfi
tuberkuléza spole¢né s malarii a AIDS ke tfem nejsledova-
néj$im infekénim onemocnénim Svétovou zdravotnickou
organizaci (WHO). Celkovy pocet hlasenych ptipadi
tuberkuldzy v Evropé se znacné 1iSi. Nejvyssi vyskyt je
hlasen z vychodni Evropy a pobaltskych statil. V Ceské
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(9 skupin) globalni linie 4 - Euro-Americké, sublinii Haarlem
(4 skupiny), H37Rv (3 skupiny), Cameroon (1 skupina) a S
(1skupina). Mezi analyzovanymi kmeny byly ctyfi multirezis-
tentni (MDR) kmeny bez klastrovani (jeden kmen v roce 2013,
tfi kmeny v roce 2014). Dva MDR kmeny patfily ke globalnf
linii 4 - Euro-Americké; dva MDR kmeny byly zarazeny ke
globalni linii 2 - Vychodo-Asijské.

Zaveéry: Genotypizace kmenl M. tuberculosis metodou MIRU-
-VNTR umoznuije rychlou genetickou identifikaci jednotlivych
kmen( a jejich zarazeni do linii a sublinii. Identifikace kmenU
M. tuberculosis, jejich zafazeni do linii a rozlozeni linii do-
voluje sledovat jejich pohyb nejen na Uzemi jednoho statu,
ale i na celém svété. Pri viceletém genotypovani kmen( Ize
vysledovat plvodni zdroj infekce a jeji prenos.

KLICOVA SLOVA
linie Mycobacterium tuberculosis - repetitivni sekvence -
fylogeneticka analyza

in 28.0 % of strains (nine groups) of global lineage 4 - Euro-
American, sublineages Haarlem (four groups), H37Rv (three
groups), Cameroon (one group), and S (one group). Among
the strains analyzed, four multi-drug resistant (MDR) strains
were identified without clustering (one in 2013 and three in
2014). Two MDR strains were assigned to Euro-American
lineage 4 and two MDR strains to East-Asian lineage 2.
Conclusions: Genotyping of M. tuberculosis strains by the
MIRU-VNTR method allows for rapid genetic identification
and assignment to lineages and sublineages. The identification
of strains of M. tuberculosis, their assignment to lineages, and
lineage distribution make it possible to monitor their move-
ment not only within a country but also worldwide. Genotyping
data obtained over years make it possible to track the infection
source and transmission pathways.

KEYWORDS
Mycobacterium tuberculosis lineages - repetitive
sequences - phylogenetic analysis
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republice je dlouhodobé zaznamenavan nizky vyskyt TBC.
V roce 2013 byla incidence onemocnéni TBC 4,6/100 000
obyvatel a v roce 2014 4,8/100 000 obyvatel. V Praze byla
incidence onemocnéni TBC 8,1/100 000 obyvatel v roce
2013 a 7,8/100 000 obyvatel v roce 2014 [19, 20]. Vyvoj
molekularni biologie poslednich let ma vyznamny vliv na
moznosti diagnostiky tuberkulézy. Identifikaci konkrét-
nich alel a jejich fazenim do geneticky pfibuznych skupin
1ze prokazat podezieni na mikroepidemii [1]. Analyza va-



riabilniho poctu opakujicich se sekvenci mykobakteridlni
DNA, MIRU-VNTR (Mycobacterial Interspersed Repetitive Unit-
-Variable Number of Tandem Repeats), je cennym ukazatelem
pro genotypizaci [2]. Velké populacni studie prokazaly,
Ze metoda MIRU-VNTR mad srovnatelnou diskriminac¢ni
silu s metodou RFLP (Restriction fragment length polymorphism)
[2, 3]. Optimalizovany soubor 24 MIRU-VNTR lokusd se
stal standardem pro genotypizaci kment Mycobacterium
tuberculosis po celém svété [2, 3]. Pfinasi reprodukovatelné
vysledky, vyjadtené jako 24mistny ¢iselny profil, ktery
umoznuje snadnou vyménu dat na vnitrostatni i mezina-
rodni arovni [2, 4]. Na evropské irovni byla MIRU-VNTR
prijata jako nastroj ke sledovani pfeshrani¢niho pfenosu
rezistentnich kment M. tuberculosis.

Cilem predloZené prace je fylogeneticka analyza kment
M. tuberculosis metodou MIRU-VNTR a jejich zafazeni do
jednotlivych linii a sublinii.

MATERIAL A METODIKY

DNA referen¢niho kmene M. tuberculosis H37Rv a DNA 132
kment M. tuberculosis, ziskanych od pacientd s trvalym
bydlistém v hlavnim mésté Praha v letech 2013 a 2014
zaslanych do Narodni referen¢ni laboratofe pro mykobak-
terie laboratofemi CR k testovani citlivosti na antituber-
kulotika (58 kmenti v roce 2013 a 74 kmena v roce 2014).
Mezi témito kmeny byly ¢tyfi kmeny multirezistentni
(MDR); jeden kmen v roce 2013 a tfi kmeny v roce 2014.

Vékové sloZeni souboru pacientti bylo u muzt 22-94 roki
(primér 51,4 let) a u zen 20-87 let (prameér 46,5 rokd).
VEékové rozlozeni naseho vzorku populace uvadi graf 1.

Ze zaslanych kment bylo izola¢nim kitem GenoLyse
(HAIN) zhotoveno 132 izolatl DNA. Nasledné byla provede-
na geneticka analyza kment metodou MIRU-VNTR. Panel
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MIRU-VNTR se sklada z nasledujicich 24 lokusti: 154-424-
-577-580-802-960-1644-1955-2059-2163b-2165-2347-2401-2461-
-2531-2687-2996-3007-3171-3192-3690-4052-4156-4348 [5, 6, 71.
Z kazdého izolatu M. tuberculosis a kontrolniho kmene
H37Rv bylo metodou rychlého zmnozeni (amplifikace)
vybraného tseku DNA polymerazovou fetézovou reakci
(PCR) naamplifikovano 24 PCR produktii (tj. 24 sledova-
nych lokustl). Amplifikované tiseky DNA byly ohrani-
Ceny 24 pary tzv. primerd, pro kazdy sledovany lokus 1
par (Generi Biotech) [5]. Syntéza vybraného tiseku DNA
probihala od prisedlych primerd termostabilnimi poly-
merazami HotStar Taq DNA Polymerase kit (QIAGEN)
a KAPA2G Robust (Elisabeth Pharmacon). PCR produkty
byly nanaseny na 2% agarézovy gel (agar6za SIGMA) a vi-
zualizovany interkala¢nim barvivem SERVA DNA Stain
G. K porovnani velikosti fragment DNA generovanych
v PCR byl pouzit 50 bp DNA Ladder a 100 bp DNA Ladder
(NEW ENGLAND BioLabs).

Fotodokumentace gell byla pofizovana fotoaparidtem
Canon PowerShot_SX510_HS. Na fotodokumentaci
byl podle velikosti jednotlivych PCR produkti kmeni
M. tuberculosis a kontrolniho kmene H37Rv vizualné hodno-
cen pocet repetitivnich sekvenci podle odecitaci tabulky
[6]. Kazdy kmen ziskal 24mistny ¢iselny profil, kde kazdé
¢islo znamena pocet repetitivnich sekvenci v jednotli-
vych lokusech (napfiklad pocet repetitivnich sekvenci
a profil referen¢niho kmene H37Rv je: 2-2-4-3"-1-3-2-2-2-
5-3-4-2-3-6-1-3-3-3-3-5-5-2-2) [7, 8]. Nasledné byly tyto &i-
selné profily mezi sebou porovnavany a vyhodnocovany.
Mykobakteridlni kmeny ziskané od pacientdl z prazské
aglomerace v letech 2013 a 2014 byly oznaceny pétimist-
nym kédem (prvni dvé ¢isla znadi rok, kdy byl materidl
odebran, ¢islo izolatu predstavuji tfi nasledujici ¢isla).
Pod témito kédy byly kmeny fazeny do fylogeneticky
pribuznych skupin. Shlukova analyza a identifikace linii
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Graf 1. Procentudlni zastoupeni pacientt s TBC podle véku a pohlavi
Chart 1. Age and gender distribution of TB patients
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a sublinii byla provedena online pfistupnym programem
MIRU-VNTRplus (http://www.miru-vntrplus.org) [7, 8].
Klastrované izolaty byly definovany jako izolaty se shod-
nym poctem repetitivnich sekvenci u vsech 24 lokust ve
vys$e uvedeném poradi.

VYSLEDKY

Nejcastéjsi vyskyt onemocnéni tuberkulézou byl proka-
zan u muzi mezi 45. aZ 64. rokem; u Zzen mezi 25. az 44.
rokem (viz graf1).

Kmeny M. tuberculosis ziskané od 132 pacientl bydlicich
v Praze v letech 2013-2014 byly zafazeny do geneticky
ptibuznych skupin. Fylogenetické fazeni a identifikace
kment od prazskych pacient znizornuje graficky vystup
shlukové analyzy na obrazku 1. Mezi identifikovanymi
kmeny je nejvice kmenti (113) pfifazeno ke globalni linii
4 - Euro-Americké dale se délici do sublinii: Haarlem
40,9 %; H37Rv 25,8 %; Latinska Amerika-Stfedomoti (LAM)
5,3 %; Cameroon 3,8 %; S 3,8 %; X 2,3 %; NEW-11,5 %;
URAL 1,5 % a Delhi/CAS 0,8 %. Z ostatnich globalnich
linii byla v naSem souboru identifikovana linie 1 - Indo-
-Oceanska: EAI7 kment a 2 - Vjchodo-Asijska: Beijing
12 kmend (graf 2).

Rozlozeni opakovani repetitivnich sekvenci genomu
M. tuberculosis u 24 lokustl s vyhodnocenim diverzity alel
uvadi tabulka 1. Nejvyssi diverzita alel u prazskych kment

byla zjiSténa u lokusu 2163b. Kmeny vykazovaly vyso-
kou polymorfii (neklastrovanych kment bylo 72 %). Plna
identita repetitivnich sekvenci 24 lokust byla u 9 skupin
Klastrovanych kmend globalni linie 4 - Euro-Americké
(28,0 %) zastoupené subliniemi: Haarlem (17,4 %), H37Rv
(7,6 %), Cameroon (1,5 %) a S (1,5 %). PoCet Klastr{i a jejich
procentualni zastoupeni v populaci v pribéhu let 2013-2014
uvadi tabulka 2. Ctyfi multirezistentni kmeny byly bez
Klastrovani: kmen z roku 2013 byl zafazen do linie 4 - Euro-
Americké, jeden kmen z roku v 2014 byl zatazen do linie
4 - Euro-Americké a dva kmeny do linie 2 - Vychodo-
Asijské.

DISKUSE

V Praze je dlouhodobé nejvyssi pocet nemocnych TBC
v celé CR. Byla proto vybrana jako vhodny reprezentativni
vzorek ke genetické analyze kmend M. tuberculosis meto-
dou MIRU-VNTR. Pfi¢inou zvySené incidence TBC ve vel-
koméstskych aglomeracich je cely komplex demografic-
kych a sociologickych faktordi, které souviseji s pilivem
obyvatelstva do mést. S tim souvisi i plosné prelidnéni
nékterych velkomeéstskych casti [10]. Statistické infor-
mace celé CR [19, 20] uvadéji, Ze nejvic nemocnych TBC
je ve vyssich vékovych skupinach. U muzi 1ze sledovat
vyssi vyskyt také ve stfedni vékové skupiné, zhruba od
451et. Prvni studie molekuldrni epidemiologie tuberkulé-
zy v Praze byla provedena v roce 1995 metodou zaloZzenou
na polymorfismu délky restrik¢énich fragmentd - RFLP
[9]. V této studii se Kubin [9] zabyva souborem 75 kmentl
MTB, z nichz 70,7 % bylo neklastrovanych a 29,3 % kme-
nt klastrovanych. Nas§ soubor kment pfedstavoval 72 %
kment neklastrovanych a 28 % kment klastrovanych.
Pomér klastrovanych a neklastrovanych kmentit MTB
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Obr. 1. Dendrogram kmenu M. tuberculosis v Praze 2013-2014
Fig. 1. Dendrogram of M. tuberculosis strains from Prague, 2013-2014
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Graf 2. Zastoupeni sublinii kmenQ M. tuberculosis 2013-2014.

Chart 2. Sublineage distribution of M. tuberculosis strains, 2013-2014

v nasem souboru odpovida poméru zjisténému v populac-
nim vzorku pacient v Praze v roce 1995 metodou RFLP.
Dlouho prevlddal nazor, ze kmeny M. tuberculosis jsou
stejné virulentni. PloSnou genotypizaci 1ze prokazat,
Ze existuje malé procento kment, které zptisobuji net-
mérné velky pocet pfipadli onemocnéni. Toznamena, Ze
nékteré kmeny se $ifi ucinnéji nez jiné [1]. MIRU-VNTR
je spolehlivd metoda pro rychlou genotypizaci velkého
poctu izolatl a jejich fylogenetickou analyzu.

Webova aplikace MIRU-VNTRplus predstavuje volné pii-
stupnou sluzbu, kterd umoziuje uzivateldm analyzovat
Udaje ziskané vySetfenim jejich kmendi. Referencni data-
baze kment reprezentuje kmeny MTBC. Vlastni data Ize
analyzovat bud jednou, nebo kombinaci nékolika metod
genotypizace [7, 8]. Oelemann et al. [12] a Valcheva et al.
[17] ukazuji moznost zvySeni diskriminacni sily shlukové
analyzy kombinaci pouzitych PCR metod genotypizace
(RFLP, spoligotyping, MIRU-VNTR 12 lokusti, ¢i 15 lokusi).
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Diskriminac¢ni sila MIRU-VNTR 24 lokust je z dfive pouZi-
vanych PCR metod nejvyssi [18]. O pfenosu bakterialnich
kmend zptisobujicich TBC v Evropé se 1ze informovat
zjednoletych studii [11, 12]. Vétsina molekuldrnich studii
genotypizace M. tuberculosis vSak uvadi viceleté vysledky.
Prikladem jsou dvouletd studie z Irska [13], tfiletd z Belgie
[14], Ctyfleta z Italie [15] a také devitiletd z Polska [16].
Viceleté studie umoziiuji, s ohledem na biologické vlast-
nosti organismu, vysledovani ptivodniho zdroje infekce
[16]. Ve vyse uvedenych studiich pfevazuje globalni linie
4 - Euro-Americka [12, 13, 15, 17] zastoupena predevsim
subliniemi Latinska Amerika-Stfedomoti (LAM), Haarlem
a T. Sublinie Haarlem ma nejvyss$i procento zastoupeni
kment ve studii z Némecka [12] a z Polska [16].

ZAVERY

Genotypizace kment M. tuberculosis metodou MIRU-VNTR
umoznuje rychlou genetickou identifikaci jednotlivych
kment a jejich zafazeni do linif a sublinii. Identifikace
kmenti MTB, jejich zafazeni do linii a rozloZeni linii
dovoluje sledovat jejich pohyb nejen na izemi jednoho
statu, ale i na celém svété. Identifikaci konkrétnich alel
a jejich fazenim do geneticky ptibuznych skupin lze
prokazat podezieni na mikroepidemii.

Kmeny s identickym poctem repetitivnich sekvenci v ge-
nomu mohou byt nadale Setfeny ve spolupraci s epide-
miologem a klinickymi 1ékati. Pfi viceletém genotypo-
vani kment 1ze vysledovat ptivodni zdroj infekce a jeji
prenos.

LITERATURA

1. Barnes PF, Cave MD. Molecular Epidemiology of Tuberculosis. N Engl
J Med, 2003; 349(12):1149-1156.

2. Supply P, Allix C, Lesjean S, et al. Proposal for standardization of
optimized mycobacterial interspersed repetitive unit-variable-number
tandem repeat typing of Mycobacterium tuberculosis. J.Clin Microbiol,
2006;44(12):4498-4510.

3. de Beer J, Kremer K, Kodmon C, et al. First worldwide proficiency
study on variable-number tandem-repeat typing of Mycobacterium
tuberculosis complex strains. J Clin Microbiol, 2012;50(3):662-669.

4. Kanduma E, McHugh TD, Gillespie SH. Molecular methods for
Mycobacterium tuberculosis strain typing: a user’s guide. J Appl
Microbiol, 2003;94(5):781-791.

5. Supply P. Multilocus Variable Number Tandem Repeat Genotyping
of Mycobacterium tuberculosis. Technical Guide. Institut Pasteur
de Lille, 2005. Dostupny na www: https://www.researchgate.net/
profile/Philip_Supply/publication/265990159 Multilocus_Variable
Number_Tandem_Repeat_Genotyping_of_ Mycobacterium_tu-
berculosis_Technical _Guide/links/5437e5b40cf2027cbb2055e8/
Multilocus-Variable-Number-Tandem-Repeat-Genotyping-of-
Mycobacterium-tuberculosis-Technical-Guide.pdf

6. de Beer J, van Soolingen D. Protocol, Quality control VNTR typing.
201. Dostupny na www: http://www.rivm.nl/dsresource?objecti-
d=db266474-cfb8-4d49-8505-5b808842bfeb.

7. Allix-Béguec C, Harmsen D, Weniger T, et al. Evaluation and stra-
tegy for use of MIRU-VNTRplus, a multifunctional database for on-
line analysis of genotyping data and phylogenetic identification
of Mycobacterium tuberculosis complex isolates. J Clin Microbiol,
2008;46(8):2692-2699.

PUVODNI PRACE

8. Weniger T, Krawczyk J, Supply P, et al. MIRU-VNTRplus: a web tool
for polyphasic genotyping of Mycobacterium tuberculosis complex
bacteria. Nucleic Acids Res, 2010;38 Suppl:W326-331.

9. Kubin M. Uplatnéni fingerprintingu mykobakteridlni DNA
v molekuldrni epidemiologii tuberkulézy. Epidemiol Mikrobiol
Imunol,1997;46(3):99-103.

10. Kubin M, Maly M, Jagrova Z. Podil bezdomovcd na incidenci tuber-
kuldzy v Praze. Stud Pneumol Phtiseol, 2016;76(2):67-72.

11. Bidovec-Stojkovic U, Zolnir-Dovc M, Supply P. One year nati-
onwide evaluation of 24 -locus MIRU-VNTR genotyping on Slovenian
Mycobacterium tuberculosis isolates. Respir Med, 2011;105(1):67-73.
12. Oelemann MC, Diel R, Vatin V, Haas W, et al. Assessment of an
optimized mycobacterial interspersed repetitive-unit-variable number
tandem-repeat typing system combined with spoligotyping for po-
pulation-based molecular epidemiology studies of tuberculosis. J Clin
Microbiol, 2007;45(3):691-697.

13. Fitzgibbon MM, Gibbons N, Roycroft E, et al. A snapshot of genetic
lineages of Mycobacterium tuberculosis in Ireland over a two-year pe-
riod, 2010 and 2011. Euro Surveill, 2013;18(3):pii=20367.

14. Allix-Béguec C, Fauville-Dufaux, Supply P. Three-year population-
-based evaluation of standardized mycobacterial interspersed repe-
titive-unit-variable-number tandem-repeat typing of Mycobacterium
tuberculosis. J Clin Microbiol, 2008;46(4):1398-1406.

15. Garzelli C, Lari N, Cuccu B, et al. Impact of immigration on tuber-
culosis in a low-incidence area of Italy: a molecular epidemiological
approach. Clin Microbiol Infect, 2010;16(11):1691-1697.

16. Augustynowicz-Kopec E, Jagielski T, Kozinska M, et al. Transmission
of tuberculosis within family-households. J Infect, 2012;64(6):596-
608.

17. Valcheva V, Mokrousov I, Narvskaya O, et al. Utility of new 24 -
locus variable-number tandem-repeat typing for discriminating
Mycobacterium tuberculosis clinical isolates collected in Bulgaria. J
Clin Microbiol, 2008;46(9):3005-3011.

18. Ojo OO0, Sheehan S, Corcoran DG, et al. Molecular epidemiology
of Mycobacterium tuberculosis clinical isolates in Southwest Ireland.
Infect Genet Evol, 2010;10(7):1110-1116.

19. Zdravotnicka statistika. Tuberkuldza a respiracni nemoci, 2013.
Ustav zdravotnickych informaci a statistiky CR. Praha. Dostupny na
www: http://www.uzis.cz/publikace/tuberkuloza-respiracni-nemo-
ci-2013.

20. Zdravotnicka statistika. Tuberkuldza a respira¢ni nemoci, 2014.
Ustav zdravotnickych informaci a statistiky CR. Praha. Dostupny na
www: http://www.uzis.cz/publikace/tuberkuloza-respiracni-nemo-
ci-2014.

Podpofeno MZ CR - RVO (,,Statni zdravotni dstav - SZU,
75010330%).

Do redakce dosSlo dne 9. 11. 2017.

Adresa pro korespondenci:

Ing. EvZenie Tietzeova, CSc.

Narodni referenéni laboratof pro mykobakterie
Statni zdravotni ustav Praha

Srobarova 48

110 00 Praha 10

e-mail: evzenie.tietzova@szu.cz

2018,67,¢.2

EPIDEMIOLOGIE, MIKROBIOLOGIE, IMUNOLOGIE



