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INTRODUCCION

Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) es uno de los patégenos relacionado con
frecuencia con infecciones intrahospitalarias graves, principalmente en pacientes
inmunocomprometidos. En los ultimos afios se ha reportado resistencia intrinseca
a una amplia variedad de antimicrobianos, y esto se ha relacionado con un mayor
tiempo de internamiento de los pacientes infectados, aumento en el costo del
tratamiento y de la mortalidad hospitalaria.X En cuanto a su transmision, se sabe
gue entre el 30% y el 50% de los brotes hospitalarios de P. aeruginosa estan
asociados directa o indirectamente con los sistemas de distribucién de agua,?
particularmente con los grifos contaminados en las salas del hospital, ya que este
microorganismo tiende a multiplicarse en condiciones de humedad y saneamiento
inadecuado.®42 P, aeruginosa es responsable de aproximadamente el 10% de las
infecciones intrahospitalarias y se considera una de las principales causas de
mortalidad y morbilidad en estos pacientes.® Por otro lado, este microorganismo
también ha desarrollado diversos mecanismos de resistencia a los antibiéticos, de
tal forma que actualmente se reconoce resistencia tanto intrinseca como extrinseca.
La resistencia intrinseca de P. aeruginosa incluye baja permeabilidad de la
membrana externa bacteriana mediante la pérdida de porinas, expresion de bombas
de eflujo que expulsan antibioticos fuera de la célula y produccién de enzimas
inactivadoras de antibidticos (betalactamasas). Hay varias razones importantes por
las que la aparicion y diseminacion de cepas de P. aeruginosa resistentes a
multiples farmacos (MDR) y extensivamente resistentes a farmacos (XDR) se han
convertido recientemente en problemas de salud publica. En primer lugar, P.
aeruginosa causa infecciones graves, particularmente en entornos de atencion
médica y en pacientes inmunodeprimidos; en segundo lugar, tiene una capacidad
sobresaliente para ser seleccionado y para propagar la resistencia a los
antimicrobianos in vivo y, en tercer lugar, la exitosa propagacion de los llamados
clones de "alto riesgo" de P. aeruginosa plantea una amenaza para la salud publica
mundial que debe estudiarse y gestionarse con urgencia y determinacion.:

En el 2008 se aislo la primera cepa de P. aeruginosa productora de
metalobetalactamasas, un tipo de carbapenemasas que confieren resistencia a
todos los betalactamicos, excepto aztreonam, y a los inhibidores de
betalactamasas. La European Antimicrobian Resistence Surveillance Network
reporté en 2017 un crecimiento en la resistencia antimicrobiana de este patégeno,
por multiples mutaciones en su estructura y la produccién de carbapenemasas.
Dicho incremento de la resistencia, ha provocado una crisis de salud publica de
dimensiones globales.”

ANTECEDENTES

P. aerugiosa se ha reportado en algunas series como el segundo lugar de
patdogenos aislados en pacientes hospitalizados en unidades de cuidados
intensivos, con resistencias antimicrobianas documentadas a diversos
antibidticos.En Estados Unidos de América, P. aeruginosa se reporta como
causante de infecciones intrahospitalarias en el 7.1% y en paises europeos en el



8.9%, siendo uno de los principales patdgenos que desarrollan multi-resistencias.
En México, estas infecciones van en incremento, segun lo reportado por el sistema
de vigilancia epidemiologica hospitalaria del Instituto Mexicano del Seguro Social
desde donde se reporté una incidencia de infecciones de 19.9% en el afio 2013 lo
que representa un incremento de 6.9% comparado con los datos del 2011.°

En Asia, aproximadamente 42.8% de las neumonias intrahospitalarias son
causadas por por P. aeruginosa multi-resistente y 4.9% son ultra-resistentes. En
México, en un estudio realizado en diversos hospitales publicos y privados, P.
aeruginosa fue la bacteria mas frecuentemente aislada en el 24% de los pacientes
hospitalizados en areas criticas, mostrando resistencia a practicamente todas las
cefalosporinas de tercera generacion.

En otro estudio de urocultivos realizado durante ocho afios por Chavolla y cols.,
hasta el afio 2016 en busqueda de P. aeruginosa en un hospital de segundo nivel
en México, 32% fueron multi-resistentes, concluyéndose que la multi-resistencia
identificada fue en aumento a lo largo de los ocho afios de la toma de muestras.2°
En abril del 2019 la OMS y la OPS (Organizacién Panamericana de la Salud)
emitieron una alerta epidemioldgica por el reporte de un brote de infecciones de
herida quirargica por Pseudomonas productoras de una metalobetalactamasa
codificada por un integron, descrito por primera vez en pacientes sometidos a
cirugias bariatricas en un hospital de Tijuana, México.1!

Mecanismos de resistencia de P. aeruginosa

Diversos articulos describen los mecanismos de resistencia de aislamientos de P.
aeruginosa. En nuestro pais se han detectado los genes IMP-15 y IMP-18, que
codifican para la produccién de dos metalobetalactamasas y de la produccion
simultdnea de diferentes tipos de betalactamasas de expectro extendido (BLEE).
Otros genes encontrados son IMP-15y VIM-2 y en un paciente con fibrosis quistica
se encontré P. aeruginosa productora de betalactamasa OXA 141.°

Se han descrito diversos mecanismos de resistencia desarrollados por este
patégeno, los cuales incluyen: produccién de enzimas que modifican a los
antimicrobianos como beta lactamasas y enzimas modificadoras de
aminoglucdsidos, la adquisicion plasmidos que codifican para genes de resistencia,
permeabilidad limitada para los antimicrobianos y la posibilidad de generar una
bomba dependiente de energia que expulsa al antimicrobiano fuera de la bacteria.
Los plasmidos pueden codificar enzimas que confieren resistencia a diferentes
sustancias antimicrobianas, pueden moverse con 0 sin genes cromosémicos
capturados de una célula bacteriana a otra, en un método llamado transferencia
genética horizontal. Si los plasmidos llevan genes de resistencia, las bacterias
receptoras podran expresar resistencia a los antibiéticos.*2

En cuanto a las bombas de eflujo, se han descrito cuatro tipos en las bacterias
gramnegativas que participan en la resistencia antimicrobiana, (MexAB-OprM,
MexXY/ OprM, MexCD-OprJ y MexEF-OprN). P. aeruginosa utiliza estas bombas
para lograr la resistencia contra las diferentes familias de antimicrobianos. MexEF-
OprN y MexCD-OprJ confiere resistencia contra fluoroquinolonas, MexAB-OprM,
MexEF-OprN y MexCD-OprJ estan relacionados a la resistencia contra



betalactamicos y finalmente, MexXY-OprM, confiere resistencia contra
aminoglucosidos. Por otro lado, también se han identificado mutaciones en genes
cromosomales que le confieren resistencia a penicilinas, cefalosporinas y
monobactamicos. Dichas mutaciones se encuentran en los genes involucrados en
la sintesis de péptidoglucano (ampD, dacB, and ampR).%2

Otras mutaciones especificas en ampC incrementan la resistencia a cefalosporinas
con actividad antipseudomona. En cuanto a la resistencia a carbapenémicos, ésta
se explica mediante la impermeabilidad de la membrana externa gracias a una
mutacion en la codificacion del gen OprD que disminuye la expresion de la proteina
llamada porina en este sitio. Se ha demostrado también, que las mutaciones
genéticas que condicionan a su vez mutaciones en la ADN girasa (GyrA7, GyrB) y
la topoisomerasa tipo IV (ParC/ParE) inducen la resistencia a fluoroquinolonas. Para
los aminoglucdsidos, el mecanismo de resistencia identificado es la codificacién del
gen rmtA, que metila la subunidad 16s ARNr.12

Epidemiologia de la resistencia antimicrobiana.

Con respecto a la creciente tasa de resistencias antimicrobianas, en Octubre de
2020 la OMS declaré que esto representa una amenaza para la salud y desarrollo
a nivel mundial, requiriendo medidas multisectoriales urgentes. Estd bien
establecido que el uso indebido y excesivo de los antimicrobianos es el principal
factor que determina la aparicion de patdgenos farmacorresistentes, mediante el
mecanismo de presion selectiva sobre microorganismos sensibles a éstos y por otro
lado, la linea de desarrollo clinico de nuevos antimicrobianos esta agotada.!' Segun
el consenso derivado de una iniciativa conjunta del Centro Europeo para la
Prevencion y el Control de Enfermedades en 2011, P. aeruginosa se considera un
organismo multi-drogoresistente si la cepa es resistente a al menos un agente en al
menos tres categorias de antimicrobianos predefinidos, los extensamente
resistentes cuando es resistente a por lo menos un agente en todas las categorias
excepto en dos 0 menos, que son: aminoglucdsidos, carbapenémicos
antipseudomonas, cefalosporinas antipseudomonas (cefepima y ceftazidima),
fluoroquinolonas antipseudomonas y penicilinas 3 antipseudomonas -inhibidores de
la lactamasa (ticarcilina-acido clavulanico y piperacilina / tazobactam),
monobactamas (aztreonam), acidos fosfénicos, polimixinas.14

En 2019 se identificaron 32 antibiéticos en fase de desarrollo contra la lista de la
OMS de patdgenos prioritarios, dentro de los cuales se contempla a Pseudomonas,
y solo 6 resultaron innovadores. La escasez de antibioticos afecta a todos los paises
y especialmente a sus sistemas de atencién de salud. Todo lo anterior ha generado
costos considerables para la economia mundial, condicionando estancias
hospitalarias prolongadas y necesidad de una atencién mas cara e intensiva.:



JUSTIFICACION

Aproximadamente el 10-15% de las infecciones intrahospitalarias son causadas por
P. aeruginosa, patdégeno que ha presentado resistencia intrinseca a diversos
antimicrobianos. La identificacion apropiada del organismo permite la
administracién de antibiéticos especificos que pueden prevenir las complicaciones
y la resistencia generada como consecuencia del uso indiscriminado de
antimicrobianos.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha declarado a la resistencia
antimicrobiana como una de las 10 amenazas de salud publica a las que se enfrenta
la humanidad. En el 2017 publicé la primera lista de “patégenos prioritarios”
resistentes a los antibiéticos que incluye las 12 familias de bacterias mas peligrosas
para la salud humana, con prioridad “critica”, “alta” o “media”. El grupo de prioridad
“critica” incluye entre otras, a especies de Pseudomonas, que, como ya se
menciond, mediante multiples mecanismos han desarrollado resistencia a
cefalosporinas de tercera y cuarta generacion e incluso a carbapenémicos.
Actualmente, P. aeruginosa se considera una de las tres especies bacterianas en
las que existe una necesidad critica de desarrollo de nuevos antibioticos para tratar
las infecciones que provoca.1® Esta bien descrito que el uso excesivo de antibiéticos
acelera el desarrollo de cepas de P. aeruginosa multirresistentes, lo que conduce a
la ineficacia de la terapia antibiética empirica contra este microorganismo. Por lo
anterior, es imperativo conocer la sensibilidad del microorganismo a los
antimicrobianos, en los aislamientos de pacientes hospitalizados en cada servicio
de una unidad hospitalaria, para establecer protocolos que sirvan de guia para el
uso racional de los antibioticos.

En nuestro hospital, se realiz6 un estudio previo, motivo de tesis sobre la
prevalencia de cepas de P. aeruginosa resistentes, sin embargo, no se describen
los fenotipos que infieren cuales son los mecanismos de resistencia mas frecuentes.
La identificacién de dichos parametros contribuird a la elaboracion de protocolos de
tratamiento antimicrobiano dirigido, con mejor eficacia y menor presion selectiva
para evitar las resistencias antimicrobianas.

OBJETIVO GENERAL

El objetivo general del estudio fue determinar los fenotipos de resistencia
antimicrobiana in vitro de P. aeruginosa en cultivos de pacientes hospitalizados en
el servicio de pediatria del Hospital Regional Ignacio Zaragoza ISSSTE en el periodo
comprendido de enero 2017 a marzo 2021.

OBJETIVO ESPECIFICOS
Los objetivos especificos fueron: identificar los principales sitios de aislamiento,

areas hospitalarias y sensibilidad antimicrobiana in vitro de los aislamientos
positivos a P. aeruginosa.



MATERIAL Y METODOS

Se realiz6 un estudio transversal, observacional, descriptivo, donde se revisaron
todos los expedientes de pacientes con muestras de cultivos positivos para P.
aeruginosa de pacientes hospitalizados en el servicio de pediatria durante el periodo
de enero 2017 a marzo 2021.

RESULTADOS

Durante el periodo de estudio se revisaron los expedientes de pacientes
hospitalizados en el servicio de pediatria con aislamiento positivo para P.
aeruginosa, se recolectaron 34 reportes de aislamientos positivos que fueron
extraidos de la base de datos del sistema automatizado Vitek 2-K (bioMerieux) del
laboratorio de microbiologia.

De los 34 reportes se excluyeron 14, 4 de ellos por corresponder a un mismo
paciente, derivado del mismo cuadro infeccioso 0 en un mismo periodo de
internamiento y 10 se excluyeron por ser reportes de cultivos que no contaron con
resultado de antibiograma. Las lecturas de las concentraciones inhibitorias minimas
(CIM) de los antibiogramas se realizaron de acuerdo con los criterios del Instituto de
estandares clinicos y de laboratorio (CCLSI), correspondientes a los siguientes
agentes antipseudomonicos: imipenem, meropenem, ceftazidima, cefepime,
aztreonam, ciprofloxacino, piperacilina/tazobactam, colistina, amikacina vy
gentamicina.

Se incluyeron para el estudio 20 reportes de cultivos positivos a Pseudomonas
aeruginosa, de los cuales 14 correspondieron a pacientes del género masculino
(70%) y 6 del género femenino (30%). En relacion al grupo de edad pediatrica 8
correspondieron a neonatos (40%), 5 a lactantes (25%), 2 a prescolares (10%), 3 a
escolares (15%) y 2 a adolescentes (10%). Grafica 1.
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GRAFICA 1.- Aislamientos de P. aeruginosa resistente por grupo de edad pediatrica
en pacientes hospitalizados.



Por otro lado, 8 reportes correspondieron a pacientes que habian sido
hospitalizados en el servicio de pediatria (40%) donde se internan pacientes de las
areas de gastroenterologia, infectologia, inmunologia, neumologia y neurologia
principalmente, 4 fueron de pacientes hospitalizados en el servicio de terapia
intensiva pediatrica (20%) y 8 de pacientes de la unidad de cuidados intensivos
neonatales (40%). Gréfica 2.
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GRAFICA 2.- Se muestra la distribucion de los aislamientos de P. aeruginosa
resistentes por area hospitalaria. MIP: medicina interna pediéatrica, UTIP: Unidad de
cuidados intensivos pediatricos, UCIN: Unidad de cuidados intensivos neonatales.

En cuanto al sitio de aislamiento, 6 reportes se obtuvieron de muestras de urocultivo
(30%), 5 en cultivo de punta de catéter (25%), 5 en hemocultivo (25%), 3 en cultivo
de aspirado bronquial (15%) y 1 en isopado del sitio de insercion de catéter (5%).

Los fenotipos de resistencia de Pseudomonas, se agruparon de acuerdo a las
consideraciones establecidas por el consenso de la Red Latinoamericana de
Vigilancia de la Resistencia a los Antibidticos (ReLAVRA)Z2 contemplando los 10
antibidticos con efecto antipseudoménico, considerados a nivel mundial.

Los fenotipos contemplados en el estudio fueron los siguientes: 1. Resistencia
habitual (RH), 2. Resistencia a 1 o0 mas antibiéticos del grupo (R), 3. Multirresistencia
(MDR): resistente a 3 de los 10 antibiéticos, 4. Resistencia extrema (XDR):
resistente a 8 o mas de los antibiéticos 5. Panresistencia (PDR): resistente a los 10
antibioticos.

De las 20 muestras estudiadas, 13 cepas de P. aeruginosa (65%) se catalogaron
como MDR, 5 cepas (25%) fueron Ry 2 (10%) RH, ninguna muestra fue catalogada
con fenotipo XDR o PDR. Gréfica 3.



FENOTIPOS DE RESISTENCIA DE P.AERU!
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GRAFICA 3.- Frecuencia de los fenotipos de resistencia de los aislamientos de P.
aeruginosa. PDR: panresistente, XDR: extremadamente resistente, MDR:
multirresistente, RH: resistencia habitual, R: resistente a 1-2 grupos de antibioticos.

Tomando en cuenta el total de los aislamientos, la resistencia para meropenem se
reportd en 16 muestras (80%), para piperacilina/tazobactam en 11 muestras (55%),
ciprofloxacino en 11(55%), cefepime en 9 (45%), amikacina en 6 (30%), ceftazidima
en 4 (20%) y gentamicina en 1 (5%). No se reportaron resistencias in vitro para
imipenem, aztreonam y colistina. Gréfica 4.

FRECUENCIA DE RESISTENCIA A LOS ANTIBIOTICOS QUE PRESENTARON LAS CEPAS DE P.
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GRAFICA 4. Frecuencia de resistencia a los antibiéticos que presentaron las cepas
de P. aeruginosa. M: Meropenem, P/T: Piperacilina/ Tazobactam, CP:
Ciprofloxaciono, Ce: Cefepime, A: Amikacina, C: Ceftazidima, G: Gentamicina, |I.
Imipenem, AZ: aztreonam, CO: colistin.



En cuanto a los probables mecanismos de resistencia, para las cepas MDR y R se
encontraron los siguientes:

Impermeabilidad en 16 (88.8 %), enzimas modificadoras de aminoglucésidos
(fosfotransferasas, acetiltransferasas y nucleotidiltransferasas) en 10 (55.5%),
produccion de penicilinasas en 8 (44.4%), produccion de carbapenemasas en 5
(27.7%), Cefalosporinasas de alto nivel en 5 (27.7 %), mecanismos no enzimaticos
en 1(5.5%). Gréfica 5.
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GRAFICA 5. Frecuencia de los probables mecanismos de resistencia para las cepas
de P. aeruginosa con fenotipos MDR y R. I. impermeabilidad, CPM:
carbapenemasas, PP: produccién de penicilinasas, MNE: mecanismos no
enzimaticos, EMA: enzimas modificadoras de aminoglucosidos, CP:
cefalosporinasas de alto nivel.

ANALISIS Y DISCUSION

P. aeruginosa es un microorganismo versatil, ubicuo en la naturaleza, uno de los
principales patdégenos implicados en infecciones oportunistas en el ser humano y
causa frecuentes de infeccion en pacientes hospitalizados, especialmente en las
unidades de cuidados intensivos.29

Alrededor del mundo se realizan numerosos estudios sobre la resistencia a
diferentes antibiéticos en aislamientos clinicos de este microorganismo-*°

La creciente prevalencia de infecciones intrahospitalarias por cepas de P.
aeruginosa con fenotipo MDR, XDR y PDR compromete en gran medida la eleccién
de tratamientos efectivos, y por tanto se asocia con una elevada morbilidad y
mortalidad. P. aeruginosa tiene una extraordinaria capacidad para desarrollar
resistencia frente a casi todos los antimicrobianos disponibles mediante la seleccion
de mutaciones cromosOmicas que. en conjuncion con la cada vez mas frecuente
produccion de determinantes de resistencia exdgenos, generalmente localizados en



integrones codificados por plasmidos o transposones ha elevado de manera
importante la prevalencia de fenotipos MDR, XDR y PDR. Ejemplos de estos genes
son los de las betalactamasas de mayor espectro hidrolitico carbapenemasas y
betalactamasas de espectro extendido (BLEE), y las asociadas a determinantes de
resistencia a aminoglucoésidos. ?°

Por otra parte, no debemos olvidar que las alteraciones genéticas causadas por la
prescripcién excesiva de antimicrobianos condicionan patrones de resistencia que
varian en diferentes paises y regiones de un mismo pais.

En nuestro estudio la mayor frecuencia de aislamientos de pseudomonas se registré
en la edad neonatal con 40%, probablemente en relacion al estado de gravedad de
los pacientes, su compromiso inmunologico y estancia en unidad de cuidados
intensivos neonatales, tal como se ha reportado previamente en la literatura. En
relacion a esto, los aislamientos también se registraron en su mayoria (60%) en
pacientes hospitalizados en unidades de cuidados intensivos tanto neonatal como
pediatrica con 40 y 20% respectivamente.

El 90% de las cepas aisladas mostraron algun tipo de resistencia a los
antimicrobianos con espectro anti pseudomonico considerados a nivel mundial y del
total de las cepas aisladas el 65% present6 fenotipo MDR. Esto concuerda con lo
reportado previamente por otros autores 2L quienes reportan frecuencias que van
desde el 15.5% al 100% de los aislamientos estudiados, sin embargo, la frecuencia
es mayor al compararla con lo reportado en afios previos en hospitales de México
donde se mencionaba un 32% de cepas MDR 1% Por otro lado, a diferencia de los
reportes mencionados, no obtuvimos ninguna cepa con fenotipo XDR.

En cuanto a la resistencia por antimicrobiano, se mostraron tres interesantes
diferencias con respecto a lo reportado en la literatura, los cuales fueron para
meropenem, ceftazidima y gentamicina. La mayor resistencia se reportd para
meropenem en el 80% de los aislamientos y por otro lado no hubo resistencia a
imipenem, el otro carbapenémico contemplado en la ReLAVRA y para el cual se
han reportado previamente resistencias hasta del 97.2% 22- Ceftazidima también
mostré menor resistencia (20%) comparada con meropenem. En el grupo de los
aminoglucosidos hubo muy baja resistencia a gentamicina (5%) la cual se ha
reportado hasta del 52% en otros estudios, comparado con amikacina que en
nuestro estudio fue de 30%. Esto puede estar en relacion a la presion selectiva del
antimicrobiano, tomando en cuenta que meropenem y amikacina son dos de los
antimicrobianos mas utilizados en el hospital para el tratamiento empirico de
pacientes con padecimientos infecciosos graves, pudiendo condicionar seleccion de
cepas sensibles y por otro lado la factibilidad de sobre crecimiento de cepas que
han desarrollado resistencia a los mismos, fenémeno que se ha observado en forma
creciente en todo el mundo. 2

Para los antimicrobianos aztreonam y colistina no se reportaron resistencias, sin
embargo, la razén puede ser que estos no se utilizan de manera frecuente en
nuestro hospital ya que no se cuenta con ellos en el cuadro basico.



Para el resto de los antimicrobianos (aztreonam, colistina, cefepime, ciprofloxacino,
piperacilina/tazobactam) los porcentajes de resistencia fueron similares a los
reportes de estudios anteriores.

El principal mecanismo de resistencia probable fue el mecanismo de
impermeabilidad (que incluyen modificacion de porinas y/o actividad de bombas de
expulsion), seguida de produccion de enzimas modificadoras de aminoglucésidos,
lo cual guarda relacién con los antimicrobianos para los que se mostré mayor
resistencia (meropenem y amikacina). Aunque en menor porcentaje (27.7%
respectivamente) también se sugiere la produccion de carbapenemasas y
cefalosporinasas de alto nivel, mecanismos que se relacionan con la resistencia a
carpapenémicos y cefalosporinas de 32 y 42 generacion, y que frecuentemente son
codificadas por plasmidos que se adquieren mediante transporte de DNA
extracromosémico, generalmente como consecuencia de la presion selectiva de los
antimicrobianos.

CONCLUSIONES

El abuso en la prescripcion de los antimicrobianos a nivel hospitalario ha contribuido
al surgimiento de resistencias de los microorganismos. Para disminuir este
fendmeno se requiere de la evaluacion perioddica de los patrones de resistencias y
susceptibilidades in vitro de los microorganismos, los cuales varian en cada unidad
médica y en cada region.

De acuerdo a los resultados arrojados en nuestra investigacion, proponemos
realizar el ciclado de antimicrobianos, con mayor prescripcion de ceftazidima sola o
en sinergia con gentamicina en sustitucion de amikacina, e imipenem en sustitucion
de meropenem, solo o0 en sinergia con gentamicina, asi como disminucion de la
prescripcidon de meropeneam y amikacina, para los cuales se mostraron mayores
porcentajes de resistencia por P. aeruginosa. Asi mismo en casos con mala
respuesta al tratamiento la utilizacion de colistina y astreonam serian una opcién de
manejo, sin embargo, no contamos con estos antimicrobianos en nuestro hospital.

Los resultados obtenidos en nuestro estudio nos ayudaran a orientar de manera
mas objetiva y certera el tratamiento empirico para pacientes con infeccién o
sospecha de infeccidon por P. aeruginosa, lo que a su vez contribuira a disminuir la
resistencia a antimicrobianos al contar con una estrategia terapéutica mas acertada,
mayor éxito en el tratamiento, mejor prondstico para la evolucién de los pacientes,
menor tiempo de estancia intrahospitalaria y secundariamente una disminucién de
costos institucionales.
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