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Abstract

Until recently, the basic test to identify latent tuberculosis infection (LTBI) was the tuberculin skin test, despite its limitations in
the form of low sensitivity and specificity. Currently, Interferon Gamma Release Assays from peripheral blood are used for a rapid
diagnosis of LTBI and measurement of the interferon gamma (IFN-y) levels secreted by specific T cells stimulated with Mycobac-
terium tuberculosis antigens. Detection of LTBI is important in the control of people potentially at risk of TB disease, such as people
remaining in close contact with BK (+) tb patient and for patients evaluated for biological treatment. The paper presents the value
of IGRA in three selected clinical situations: in two cases of latent tuberculosis infection and in one case of active tuberculosis.
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Streszczenie

Przez wiele lat podstawowym testem identyfikujgcym latentne (utajone) zakazenie pratkami gruzlicy (LTBI) byta préba tuberkuli-
nowa, posiadajaca pewne ograniczenia, ktére wynikaja przede wszystkim z niskiej czutosci i specyficznosci. Obecnie stosuje sie
testy IGRA z krwi obwodowej, umozliwiajgce szybka diagnostyke LTBI poprzez pomiar interferonu gamma (IFN-y) wydzielanego
przez limfocyty T pobudzone swoistymi dla Mycobacterium tuberculosis antygenami. \Wykrywanie LTBI ma istotne znaczenie
w kontroli 0séb potencjalnie zagrozonych zachorowaniem na gruZlice, na przykfad przebywajacych w bliskim kontakcie z chorymi
pratkujgcymi oraz dla pacjentéw kwalifikowanych do leczenia lekami biologicznymi. W pracy przedstawiono 3 wybrane sytuacje
kliniczne, w ktérych zastosowano testy IGRA. W dwdéch przypadkach rozpoznano ostatecznie utajone zakazenie pratkami gruzlicy,
a w jednym aktywna gruzlice.
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Wstep

Zakazenie pratkami gruzlicy nastepuje najcze-
$ciej na drodze inhalacyjnej, a czynnikiem etiolo-
gicznym sg pratki nalezace do grupy Mycobacte-
rium tuberculosis complex [1]. Zakazenie pratkami
nie zawsze prowadzi do zachorowania, poniewaz
o losie bakterii w organizmie decydujg intensyw-
nos$¢ ekspozycji, stopien zjadliwosci pratkéw oraz
osobnicza oporno$¢ lub wrazliwos$é na zakazenie
wynikajaca z nieswoistej aktywacji makrofagow [2].

W pierwszym okresie zakazenia pratki wy-
chwytywane sa przez makrofagi pecherzykowe,
ulegajg zniszczeniu lub przezywaja, powoli
namnazajac sie¢ w ich wnetrzu. Moze to spowo-
dowa¢ rozpad komorek i wydalenie bakterii na
zewnatrz z pochlonieciem ich przez monocyty
krwi obwodowej [2, 3]. Przebieg pierwszej fazy
zakazenia gruzliczego zalezy od sprawnos$ci me-
chanizméw nieswoistej odpornosci wrodzone;j.
W monocytach, ktére nie sg komoérkami aktywo-
wanymi, pratki gruzlicy mogg namnazac sie w ich
wnetrzu. Rozpoczyna sie drugi okres zakazenia
nazywany logarytmicznym wzrostem pratkow,
ktéry trwa okolo 2-3 tygodni. W tym okresie
zaczynaja sie budzi¢ reakcje obronne ustroju go-
spodarza. Rozwija sie swoista nabyta odporno$é
komoérkowa. Dochodzi do aktywowania makro-
fagéw niszczacych komoérki pratkow w reakcji
mediowanej przez limfocyty CD4, Th1 i wy-
dzielanego przez nie interferonu gamma (IFN-y).
Komérki NK (natural killers), limfocyty gamma-
delta i limfocyty CD8 biora udzial w niszczeniu
wlasnych komérek i tkanek w celu zahamowania
wzrostu pratkéw. Powstaje martwica serowata,
wokét ktérej gromadza sie komérki nablonkowate
i limfocyty, tworzac gruzetek gruzliczy otoczony
tkanka taczng wysycong z czasem solami wap-
nia. Odgraniczenie pratkéw od zdrowej tkanki,
redukcja dostepu tlenu i czynnikéw odzywczych
hamuje rozwéj pratkéw, spowalnia ich metabo-
lizm. Pratki wchodza wéwczas w stan uspienia
(latencji). Gruzetki gruzlicze moga przetrwac
w ustroju przez wiele lat bez objaw6w choroby
[2-5]. U 5-10% o0s6b, ktore przebyly zakazenie
Mycobacterium tuberculosis, moze dojs¢ do reak-
tywacji zakazenia i rozwoju gruzlicy [2, 3].

W diagnostyce utajonego zakazenia pratka-
mi gruzlicy LTBI (latent tuberculosis infection)
wazne sg: kompleksowy wywiad lekarski w celu
ustalenia czynnikéw ryzyka zakazenia, badanie
przedmiotowe i radiologiczne klatki piersiowej
oraz ocena odczynu tuberkulinowego i/lub testu
IGRA (interferon-gamma release assay). Zasadni-
czym czynnikiem ryzyka LTBI jest bliski kontakt

z chorym pratkujacym. Utajone zakazenie pratka-
mi gruzlicy stwierdza sig takze czesciej u oséb po-
chodzacych z regionéw o wysokiej zapadalnosci
na gruzlice, takich jak Afryka, Azja, Wschodnia
Europa, Ameryka Potudniowa, Rosja [6, 7].

Pewne rozpoznanie aktywnej gruzlicy mozna
ustali¢ jedynie po wykryciu obecnosci pratkéw
w badaniach bakteriologicznych (posiew na po-
zywkach ptynnych i statych, badanie molekularne
u chorego z dodatnim badaniem bakteriosko-
powym, ziarnina gruzlicza i dodatnie badanie
bakterioskopowe). ,Zlotym standardem” nadal
pozostaje wyhodowanie pratkéw [8-12].

Do niedawna gté6wnym narzedziem diagno-
stycznym w wykrywaniu utajonego zakazenia
pratkiem gruzlicy byla préoba tuberkulinowa TST
(tuberculin skin test), ktérej wyniki moga by¢ obar-
czone btedem [13]. Niska specyficznos¢ najstar-
szego z testow diagnostycznych wynika ze sktadu
tuberkuliny, ktéra jest mieszaning okoto 200 nie-
specyficznych biatek wspélnych dla pratkéw cho-
robotwdrczych, szczepu szczepionkowego BCG
(Bacillus Calmette-Guerin) i mykobakterii z grupy
MOTT (mycobacteria other than tuberculosis) [8].
Wyniki dodatnie swiadcza jedynie o wczeéniej-
szym kontakcie z pratkami, nie rozstrzygajac,
czy jest to M. tuberculosis, pratki atypowe czy
BCG [13, 14]. Testy IGRA wykonane z krwi ob-
wodowej maja na celu wykrywanie utajonego
zakazenia pratkami gruzlicy [13, 14]. Maja one
wysoka warto$¢ diagnostyczna, poniewaz sg opar-
te na specyficznych antygenach pratka gruzlicy
ESAT-6 (early secretory antigenic target) i CFP-10
(culture filtrate protein) kodowanych w regionie
RD1, nieobecnych u Mycobacterium bovis BCG
iu pratkéw srodowiskowych z wyjatkiem M. kan-
sasi, M. szulgai, M. marinum. Dzigki temu moz-
liwe jest zmniejszenie liczby wynikow fatszywie
interpretowanych jako dodatnie na podstawie
TST. Dotyczy to populacji szczepionych BCG lub
zakazonych pratkami niegruzliczymi z wyjatkiem
wyzej wymienionych szczepéw. Dlatego IGRA
charakteryzuje wyzsza swoisto§¢ w stosunku do
standardowej proby tuberkulinowe;j.

Interpretacja wynikéw IGRA jest obiektywna
i polega na pomiarze stezenia IFN-y wydzielanego
przez limfocyty T w odpowiedzi na swoiste anty-
geny Mycobacterium tuberculosis za pomoca tech-
niki ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay)
lub na zliczaniu limfocytéw T wydzielajacych
cytokine przy uzyciu metody ELISpot [7, 13-21].

Celem niniejszej pracy bylo przedstawienie
zastosowania testéw IGRA w diagnostyce zaka-
zenia pratkiem gruzlicy w réznych sytuacjach
klinicznych.
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Kontrola negatywna ESAT-6
Nil control

CFP10 Kontrola pozytywna
Positive control

Rycina 1. Pozytywny wynik testu T-SPOT.TB potwierdzajacy utajone zakazenie pratkami gruzlicy u 13-letniego chtopca

Figure 1. Positive T-SPOT.TB result confirm latent tuberculosis infection in a 13-year-old boy

Opisy przypadkow

Przypadek 1

Trzynastoletni chtopiec pochodzacy z Cze-
czeni, przebywajacy w osrodku dla uchodzcow,
zostal przyjety na jeden z oddziatéw pediatrycz-
nych w Warszawie z powodu podejrzenia zaka-
zenia pratkami gruzlicy w wyniku ekspozyciji
rodzinnej. Rodzice chlopca, mtodzi uchodzcy
z Czeczeni, chorowali w tym czasie na gruzlice.
Diagnostyka mikrobiologiczna u rodzicéow zo-
stala wykonana w Laboratorium Pratka Gruzlicy
w IGiChP w Warszawie. Z plynu z otrzewnej od
ojca i plwociny od matki wyizolowano pratki
gruzlicy typu Beijing o opornoéci na izoniazyd
i streptomycyne. Chtopiec miat codzienny kon-
takt z chorujacymi dorostymi. W chwili badania
nie obserwowano objawéw klinicznych wska-
zujacych na gruzlice, nie stwierdzono goraczki,
ubytku masy ciata. W badaniu przedmiotowym
nie stwierdzono odchylen od stanu prawidtowe-
go. W badaniu radiologicznym (RTG) klatki pier-
siowej nie uwidoczniono zmian patologicznych.
Wykonano serie badan mikrobiologicznych z 7
materiatéw klinicznych (3 X poptuczyny zolad-
kowe, 2 x ptyn z ptukania oskrzeli, 2 x plwocina)
pobranych od pacjenta. Wyniki bakterioskopii,
badan genetycznych byly ujemne, nie uzyskano
wzrostu pratkéw w hodowli.

W celu wykrycia utajonego zakazenia prat-
kami gruzlicy r6wnoczasowo wykonano prébe
tuberkulinows i test IGRA (T-SPOT.TB) z krwi ob-
wodowej. Odczyn tuberkulinowy wynosit 20 mm,
a testem T-SPOT.TB wykryto limfocyty T pobu-
dzone przez specyficzne antygeny pratka gruzli-
cy w postaci ciemnogranatowych plam (ryc. 1).
Rozpoznano utajone zakazenie pratkami gruzlicy.
Zastosowano profilaktyczne leczenie przeciw-
pratkowe.

Przypadek 2

Chora (29 lat) nigdy niepalgca tytoniu, eko-
nomistka, zostata przyjeta na oddziat Choréb
Pluc IGiChP w Warszawie z podejrzeniem cho-
roby $§rédmigzszowej ze zmianami torbielowa-
tymi. Od 4 lat utrzymywat sie kaszel z odkrztu-
szaniem ropnej plwociny. W ciggu ostatniego
roku schudta 5 kg i pojawily sie béle w klatce
piersiowej. Od ponad 15 lat leczona byta z powo-
du alergicznego zapalenia btony §luzowej nosa
i spojowek gatkowych, z obecnoscig uczulenia
na pyltki traw, brzozy i topoli. W badaniach do-
datkowych stwierdzono leukocytozeg 9,56 x 1071,
neutrofilie 7,69 X 101, obnizone stezenie he-
moglobiny 10,82 g/l przy prawidlowej liczbie
krwinek czerwonych 4,52 X 10'/l. Markery
zapalne byly podwyzszone: odczyn opadania
krwinek po 1 godzinie wynosit 58 mm, a biatko
CRP (C-reactive protein) 42,4 mg/l. Stwierdzo-
no prawidlowe stezenie biatek krwi (catkowite
biatko 7,6 g/l, albuminy 46,3%, a,-globulina
2,3% a,-globulina 14,8%, B-globulina 15,8%,
y-globulina 20,8%). W badaniu radiologicznym
klatki piersiowej uwidoczniono liczne zmiany
guzkowe w gornych i srodkowych polach ptuc-
nych z obecnos$ciag przejasnien. Zmiany te byty
znacznie lepiej widoczne w badaniu tomokom-
puterowym klatki piersiowej, a obserwowane
przejasnienia wynikaly z obecnoéci znacznych
rozstrzeni oskrzeli w obrebie plata srodkowego
ijezyczka. Bronchoskopowo stwierdzono drzewo
oskrzelowe o prawidtowym ksztalcie i przebiegu,
z obecnoscig ropnej wydzieliny. W trzykrotnych
badaniach plwociny i w wydzielinie oskrzelowej
wykryto w badaniu bezposrednim pratki (ryc. 2).
Wynik badania genetycznego potwierdzil, ze sg
to pratki gruzlicy. Po 3 tygodniach ze wszyst-
kich pobranych materiatéw wyhodowano pratki
Mycobacterium tuberculosis complex wrazliwe
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(A]

Rycina 2. Preparaty barwione metoda Ziehla-Neelsena z materiatéw klinicznych pobranych od 29-letniej kobiety chorej na gruZlice: wydzielina
oskrzelowa — stwierdzono obecno$¢ pojedynczych pratkéw kwasoodpornych (A); plwociny z 3 kolejnych dni — stwierdzono obecno$¢ pratkdw
kwasoodpornych (+ ++) (B-D); hodowla pratkéw (E)

Figure 2. Mycobacterium tuberculosis complex stained by using the Ziehl-Neelsen method, in clinical materials from the 29-year-old woman with tuberculosis:
bronchial washing — revealed the presence of a single mycobacteria (A); Sputum Acid Fast Bacilli (+ + ) (B-D); mycobacterial culture (E)

Tabela 1. Wyniki badan mikrobiologicznych w kierunku gruzlicy u 29-letniej kobiety chorej na gruzlice

Table 1. The results of microbiological tests in 29 year old woman with tuberculosis

Wydzielina oskrzelowa Plwocina Plwocina Plwocina
Bronchial secretions Sputum Sputum Sputum
AFB Poj./Single +++ +++ +4++
M. thc — wzrost po M. thc — wzrost po
Posiew M. thc — system auto- M. thc — wzrost po 3 tyg. pozywka LJ 3 tyg. pozywka LJ
Culture matyczny 3 tyg. pozywka LJ Growth after 3 weeks Growth after 3 weeks
Automated system Growth after 3 — LJ medium — LJ medium

weeks — LJ medium

Test niacynowy +
Niacin test

Badanie genetyczne
Nucleic acid +
amplification test

na wszystkie leki przeciwpratkowe (tab. 1). Na ny. W IGiChP wykonano test T-SPOT.TB, ktéry
2 tygodnie przed przyjeciem do IGiChP chora miata rowniez byt negatywny (ryc. 3). Chora otrzymala
wykonany test tuberkulinowy, ktéry byt ujem- leczenie przeciwpratkowe, nastgpita poprawa.
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Kontrola negatywna ESAT-6
Nil control

CFP10 Kontrola pozytywna
Positive control

Rycina 3. Negatywny wynik testu T-SPOT.TB w kierunku utajonego zakazenia pratkami gruzlicy u 29-letniej kobiety chorej na gruzlice

Figure 3. Negative T-SPOT.TB result in a 29-year-old woman suffering from tuberculosis

Kontrola negatywna ESAT-6
Nil control

CFP10 Kontrola pozytywna
Positive control

Rycina 4. Pozytywny wynik testu T-SPOT.TB potwierdzajacy utajone zakazenie pratkami gruzlicy u 67-letniego mezczyzny chorujacego na zesztyw-
niajace zapalenie stawéw kregostupa

Figure 4. Positive T-SPOT.TB result confirm latent tuberculosis infection in a 67 year-old man suffering from ankylosing spondylitis

Przypadek 3

Pacjent (67 lat), palacy papierosy, chorujacy
od wielu lat na zesztywniajace zapalenie stawow
kregostupa, po nieskutecznym leczeniu niestero-
idowymi lekami przeciwzapalnymi zostat wstep-
nie zakwalifikowany przez lekarza reumatologa
do leczenia biologicznego. Warunkiem wdrozenia
leczenia anty-TNF-a (tumor necrosis factor alfa)
byto wykluczenie aktywnej gruzlicy i latentnego
zakazenia pratkami gruzlicy. W zwigzku z tym
chory zglosit sie na konsultacje pulmonologiczng
do Instytutu Gruzlicy i Choréb Pluc. Nie zglaszat
dolegliwosci ze strony uktadu oddechowego. Nie
stwierdzono odchylen od stanu prawidlowego
w badaniu przedmiotowym pluc. W badaniu
radiologicznym klatki piersiowej widoczny byt
zwapnialy zespél pierwotny, nie stwierdzono
natomiast cech przemawiajagcych za aktywnym
procesem gruzliczym. Wykonano prébe tuber-
kulinowsq i oba testy IGRA (T-SPOT.TB [ryc. 4]
i Quantiferon TB.GOLD). Odczyn tuberkulinowy
wynosit 0 mm, natomiast wyniki testow IGRA

byly dodatnie. Z uwagi na obecnos¢ zespotu pier-
wotnego w obrazie RTG klp i planowane leczenie
anty-TNF-a, chory zostal zakwalifikowany do pro-
filaktycznego leczenia przeciwpratkowego rifampi-
cyng iizoniazydem. Obecno$¢ utajonego zakazenia
zostata potwierdzona dodatkowo testami IGRA.

Omodwienie

Testy IGRA stuza do wykrywania LTBI i sg
wykorzystywane najczesciej w badaniu oséb,
ktére miaty kontakt z chorymi pratkujacymi,
a takze u chorych kwalifikowanych do leczenia
biologicznego inhibitorami TNF-a [7, 12, 13]. Re-
komendacje dotyczace stosowania testéw IGRA
i préby tuberkulinowej TST do diagnostyki LTBI
réznig sie w poszczegoélnych krajach. Istotng
kwestia, ktéra pozostaje do wyjaénienia, jest
pytanie, czy testy IGRA nalezy stosowa¢ zamiast,
czy w polaczeniu z préba tuberkulinowa. W r6z-
nych krajach proponuje sie odmienne wytyczne
(6,7, 21, 22].
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W Stanach Zjednoczonych Centers of Di-
sease Control zalecilo uzywanie testow IGRA
zamiast TST w kazdej sytuacji klinicznej, po-
dobnie jak w Niemczech i Szwajcarii. W Hisz-
panii, Wielkiej Brytanii, Kanadzie i we Wtoszech
preferuje sie strategie diagnostyki LTBI dwueta-
powo: wstepne badanie TST, po nim dopiero
IGRA, w przypadkach gdy TST jest dodatnie.
We Francji TST i IGRA stosuje sig natomiast
wymiennie [7, 21, 22]. Australijskie wytyczne
nie oferujg zadnego konkretnego zalecenia do
stosowania testow IGRA, niektérzy proponuja
wykonanie testu IGRA po negatywnym wyniku
préby tuberkulinowej, inni zastepujg TST te-
stami IGRA [6].

Brakuje réwniez szczeg6towych wytycznych
dla os6b w immunosupresji (bez uwzglednienia
zakazonych HIV). Kanadyjczycy zalecaja ko-
rzystanie z TST z/bez dodatkowego testu IGRA,
a Wielka Brytania i Szwajcaria — zastgpienie TST
testami IGRA [6].

W kontekscie zlecania badan w kierunku
LTBI wazne jest ustalenie wptywu wczes$niejszego
podania tuberkuliny na wyniki testow IGRA.

Van Zyl-Smit i wsp. pobierali krew do testow
QFT-GIT i T-SPOT.TB dzien przed wykonaniem
TST, w tym samym dniu co TST i 84 dni po TST.
Zaobserwowali, ze do 3 dni po wykonaniu TST
stezenie IFN-y nie wzrastato, natomiast w 7.
dniu wzmocnienie reakcji immunologicznej byto
znaczne i zmienialo wynik wczes$niejszego testu
IGRA z ujemnego na dodatni. W przypadku, gdy
najpierw wykonano prébe tuberkulinows, a po
stwierdzeniu dodatniego odczynu tuberkulinowe-
go zlecono test IGRA, krew nalezy pobrac¢ najp6z-
niej 3 dni od srédskérnego podania tuberkuliny
[23]. Jezeli ten czas zostal przekroczony, to wynik
testu IGRA jest wiarygodny dopiero po uptywie 6
miesiecy [24]. Kanadyjskie wytyczne zalecajg po-
branie krwi na badanie testami IGRA do 1 dnia po
zalozeniu TST [25]. Taka rygorystyczna kolejnosé
wykonania testow wynika z faktu, ze tuberkulina
zawiera w swym sktadzie specyficzne antygeny
Mycobacterium tuberculosis ESAT-6 i CFP 10,
ktére mogg wplywaé na wynik testu IGRA, o ile
zostanie on wykonany w czasie dluzszym niz
rekomendowany [7, 23-25].

Przedstawione tu przypadki kliniczne po-
twierdzajg dane z piS$miennictwa, ze testy IGRA
z krwi sg przydatne przede wszystkim do diagno-
zowania utajonego zakazenia pratkami gruzlicy,
a nie aktywnej choroby. W czynnej gruzlicy,
szczegblnie u chorych w immunosupresji, zaréw-
no TST, jak IGRA moga by¢ ujemne. Problem ten
ilustruje przypadek 2.

Przypadek pierwszy dotyczy! zakazenia prat-
kami gruzlicy u 13-letniego chlopca, u ktérego
zrédlem zakazenia byli chorzy rodzice. Dodatnie
wyniki testu IGRA, zgodne z wynikiem TST, swiad-
czyly o tym, ze chlopiec byl zakazony pratkami
gruzlicy. Nieobecno$¢ objawéw choroby i ujemne
wyniki badan mikrobiologicznych pozwalaty na
wykluczenie w tym przypadku gruzlicy aktywne;j.

Przypadek trzeci dotyczyl chorego na
zesztywniajace zapalenie stawéw kregostupa,
ktéremu zlecono wykonanie badan przed pla-
nowanym leczeniem biologicznym anty-TNF-a.
Badania mialy na celu diagnostyke w kierunku
LTBI, poniewaz wsréd chorych poddanych tego
typu leczeniu ryzyko zachorowania na gruzlice
jest wielokrotnie wyzsze niz w og6lnej populacji
[26]. U chorego stwierdzono w obrazie radio-
logicznym klatki piersiowej zwapnialy zesp6t
pierwotny. Swiadczylo to o przebytej gruzli-
cy i wskazywato na konieczno$é zastosowania
profilaktycznego leczenia przeciwpratkowego.
W tej sytuacji klinicznej, ktora jednoznacznie
przemawiala za zakazeniem pratkiem gruzlicy
w przeszlosci, wynik préby tuberkulinowej byt
ujemny, a wynik testow IGRA — dodatni. Moze
to §wiadczy¢ o wyzszej wartosci diagnostyczne;j
testow IGRA w wykrywaniu odlegtego zakazenia
M. tuberculosis. Dane z literatury przemawiajg
réwniez za wieksza czuloscig testéw IGRA niz
TST w rozpoznawaniu zakazenia pratkami u cho-
rych znajdujacych sie w immunosupresji [26—28].

Podsumowanie

1. Analiza przedstawionych przypadkéow wy-
kazata, ze testy IGRA z krwi obwodowej
nie sg przydatne do wykrywania czynnej
postaci gruzlicy u dorostych. Testy te nie
moga zastapic¢ klasycznej diagnostyki mikro-
biologicznej: bakterioskopii, posiewu, badan
molekularnych.

2. Nie mozna rozpoznac gruzlicy na podstawie
dodatniego wyniku testu IGRA, natomiast
ujemny wynik testu IGRA nie wyklucza
czynnej postaci gruzlicy. Do prawidlowego
rozpoznania zachorowania na gruzlice ko-
nieczne jest przeprowadzenie wywiadu le-
karskiego, badania przedmiotowego, zdjecia
radiologicznego i badan mikrobiologicznych.

3. Testy IGRA nie sa przydatne do r6znicowa-
nia aktywnej gruzlicy i utajonego zakazenia
pratkami gruzlicy.

4. Testy IGRA i TST powinny by¢ uzywane
jako pomoc w diagnozowaniu utajonego
zakazenia pratkami gruzlicy. Badania moga
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10.

11.

12.

13.

by¢ wykorzystane do celé6w nadzoru lub
identyfikacji os6b z LTBI, ktére moga skorzy-
sta¢ z leczenia profilaktycznego. Dotyczy to
zakazonych, ktérzy majg zwiekszone ryzyko
rozwoju aktywnej postaci choroby.
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