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Artyku³ przegl¹dowy Review

Actinobacillus pleuropneumoniae (App) jest czyn-
nikiem etiologicznym pleuropneumonii �wiñ � jednej
z najwa¿niejszych bakteryjnych chorób uk³adu odde-
chowego, powoduj¹cej du¿e straty ekonomiczne w pro-
dukcji trzody chlewnej.

Jest to Gram-ujemna bakteria nale¿¹ca do rodziny
Pasteurellaceae. Do chwili obecnej zidentyfikowano
15 serotypów App nale¿¹cych do dwóch biowarów �
I � obejmuj¹cego szczepy zale¿ne od dwunukleotydu
nikotynamidoadeninowego (NAD) oraz II � obejmu-
j¹cego szczepy NAD-niezale¿ne (22). Bakterie nale-
¿¹ce do ró¿nych serotypów, ale równie¿ szczepy w ob-
rêbie tego samego serotypu, z uwagi na mnogo�æ i ró¿-
norodno�æ czynników determinuj¹cych zjadliwo�æ,
mog¹ wykazywaæ odmienn¹ wirulencjê.

W patogenezie pleuropneumonii bierze udzia³ sze-
reg elementów, decyduj¹cych o zjadliwo�ci szczepów
App. Do najwa¿niejszych czynników wirulencji App
zalicza siê: egzotoksyny (toksyny Apx), proteazy, lipo-
polisacharydy (LPS) oraz struktury wystêpuj¹ce na
powierzchni komórki, tj. polisacharydy otoczki, bia³-
ka b³ony zewnêtrznej i adhezyny (2, 6).

Otoczka polisacharydowa
Wiêkszo�æ bakterii, w tym tak¿e App, wytwarza

zewn¹trzkomórkowe substancje lu�no lub �ci�le zwi¹-
zane z powierzchni¹ komórki. Struktury te zwane s¹
otoczkami polisacharydowymi (capsular polysaccha-
ride, CPS), a tak¿e bakteryjnymi egzopolimerami, gli-
kokaliksem lub zewn¹trzkomórkowymi substancjami
polimerycznymi (extracellular polymeric substances,
EPS). Zazwyczaj maj¹ one grubo�æ 0,2-1,0 µm oraz
zró¿nicowan¹ budowê chemiczn¹ (11).

Wszystkie szczepy App posiadaj¹ CPS. Otoczka jest
antygenem dominuj¹cym, na podstawie którego gatu-
nek App podzielony zosta³ na serotypy. Sk³ada siê ona
z ujemnie na³adowanych wêglowodanowych polime-
rów (7).

Otoczka determinuje wirulencjê szczepów App.
Usprawnia ona inwazjê bakteryjn¹, chroni¹c zarazek
przed immunologiczn¹ obron¹ ze strony gospodarza,
miêdzy innymi przez hamowanie kaskady dope³nia-
cza. Zapobiega ona tak¿e fagocytozie oraz lizie ko-
mórek App przy udziale dope³niacza oraz opsonizacji

Czynniki zjadliwo�ci
Actinobacillus pleuropneumoniae

IWONA MARKOWSKA-DANIEL, KINGA URBANIAK

Zak³ad Chorób �wiñ Pañstwowego Instytutu Weterynaryjnego � Pañstwowego Instytutu Badawczego,
Al. Partyzantów 57, 24-100 Pu³awy

Markowska-Daniel I., Urbaniak K.
Virulence factors of Actinobacillus pleuropneumoniae

Summary
The virulence factors of Actinobacillus pleuropneumoniae (App) have been described. The most important

among them are: Apx toxins, proteases, lipopolysaccharides (LPS), capsule polysaccharides (CPS), outer
membrane proteins and adhesins. All App strains possess CPS, which facilitates their invasion by protecting
bacteria from the defense of the host immune system (phagocytosis and lysis). It also prevents the opsonization
and removing of bacteria from the respiratory tract. Being a component of the external membrane, LPS
induces production of the tumor necrosis factor, interleukins, interferons, activated oxygen compounds,
prostaglandins, platelet activating factor and leukotrienes. Proteases released by App have the capacity of IgA
cleavage and degradation of hemoglobin. These facilitate mucosal colonization and acquisition of iron ions
necessary for the survival of bacteria. Actinobacillus pleuropneumoniae synthesizes four toxins: ApxI, ApxII,
ApxIII and ApxIV. They have the ability to form pores in biological membranes and stimulate secretion of
proinflammatory mediators. They possess hemolytic and cytotoxic capacities. Apx toxins damage endothelial
cells and activate the thrombocytes which result in microclot formation leading to necrosis. Apx toxins are
also highly immunogenic. They play a dominant role in the pathogenesis of swine pleuropneumonia. The lack
of Apx genes definitely causes a loss of bacterial virulence. Nevertheless, other App structures may also
significantly affect the course of App infection.

Keywords: swine, Actinobacillus pleuropneumoniae, virulence factors



Medycyna Wet. 2010, 66 (8) 517

i usuwaniu komórek z uk³adu odde-
chowego �wini (6, 10).

Lipopolisacharyd
LPS, zwany inaczej endotoksyn¹,

z uwagi na obecno�æ zarówno hyd-
rofobowych, jak i hydrofilowych
miejsc, jest moleku³¹ amfipatycz-
n¹, wchodz¹c¹ w sk³ad zewnêtrznej
warstwy b³ony zewnêtrznej bakterii Gram-ujemnych.

LPS zbudowany jest z czê�ci polisacharydowej i li-
pidowej. Schemat jego budowy przedstawiono na
ryc. 1. Sk³ada siê on z trzech zasadniczych elementów
strukturalnych: lipidu A, oligosacharydu rdzeniowe-
go, zawieraj¹cego kwas 2-keto-3-deoksyoktonowy
(Kdo) i O-swoistego ³añcucha polisacharydowego,
nazywanego antygenem O. W b³onie zewnêtrznej LPS
zakotwiczony jest lipid A, za� odcinek cukrowy skie-
rowany jest na zewn¹trz komórki bakterii (3, 8, 13).
Spo�ród elementów buduj¹cych LPS, lipid A wraz
z Kdo stanowi jej najbardziej konserwatywny element
sk³adowy. Toksyczno�æ cz¹steczki LPS zwi¹zana jest
z jej czê�ci¹ lipidow¹, natomiast immunogenno�æ
� g³ównie z fragmentem cukrowym (13).

Przypuszczalnie ka¿da komórka organizmu wyka-
zuje zdolno�æ do interakcji z LPS, jednak¿e w rozpo-
znawaniu LPS przez organizm gospodarza nadrzêdn¹
rolê pe³ni¹ komórki nale¿¹ce do uk³adu immunologicz-
nego, zw³aszcza monocyty, makrofagi, neutrofile oraz
limfocyty B i T (14). Wspomniana endotoksyna indu-
kuje produkcjê ró¿nych silnych mediatorów prozapal-
nych, m.in.: czynnika martwicy nowotworów (Tumor
Necrosis Factor), interleukin (IL-1, 6, 8), interferonu,
aktywowanych zwi¹zków tlenowych, prostaglandyn,
czynnika aktywuj¹cego p³ytki krwi (Platelet Activa-
ting Factor) i leukotrienów, powoduj¹cych uszkodze-
nia tkanek gospodarza (21).

Proteazy
Wiele patogennych gatunków bakterii kolonizuj¹-

cych powierzchniê �luzówki uwalnia enzymy, które
rozszczepiaj¹ lub ca³kowicie degraduj¹ immunoglo-
buliny i inne struktury gospodarza, u³atwiaj¹c inwa-
zjê. Do takich enzymów zalicza siê proteazy. Nale¿¹
one do klasy hydrolaz katalizuj¹cych rozpad wi¹zañ
peptydowych. Dzia³anie tych enzymów sugeruje ich
zaanga¿owanie w procesie patogenezy zaka¿eñ wy-
wo³ywanych przez chorobotwórcze drobnoustroje (16).

Wystêpowanie uwalnianych przez App proteaz zi-
dentyfikowane zosta³o po raz pierwszy przez Kiliana
i wsp. (12) podczas do�wiadczenia z degradacj¹ prze-
ciwcia³ IgA �wini. Obecnie wiadomo, i¿ App serotyp
1 uwalnia proteazy o ró¿nej masie molekularnej, tj.
> 200, 200, 90, 80, 70 i 50 kDa. Wykazuj¹ one aktyw-
no�æ w szerokim zakresie pH (od 4 do 8). Najbardziej
optymaln¹ warto�ci¹ pH jest dla nich warto�æ wyno-
sz¹ca 6-7, natomiast przy pH 4 i powy¿ej 9 proteazy
App wykazuj¹ aktywno�æ mniejsz¹ o 20-30%.

Proteolityczne funkcje proteaz wzmacniane s¹ przez
jony Ca2+ i Zn2+, podczas gdy zwi¹zki chelatuj¹ce, ta-
kie jak EDTA czy EGTA, powoduj¹ hamowanie ich
aktywno�ci. Dodatkowo skutecznym inhibitorem pro-
teazy 70 kDa jest benzoesan parahydroksyrtêciowy. Na
skutek jego dzia³ania traci ona swoje proteolityczne
w³a�ciwo�ci. Proteazy nie trac¹ swoich w³a�ciwo�ci
w temperaturze �20°C przez okres powy¿ej miesi¹ca.
W obecno�ci jonów wapnia zachowuj¹ one stabilno�æ
w 80°C (16, 17).

Uwolnione przez komórkê bakteryjn¹ App prote-
azy posiadaj¹ zdolno�æ degradacji �wiñskiej ¿elatyny
oraz, choæ w mniejszym stopniu, �wiñskiej, wo³owej
i ludzkiej hemoglobiny (Hb). Ponadto enzymy te po-
trafi¹ degradowaæ sekrecyjne i powierzchniowe IgA.
Sugeruje siê, ¿e proteazy rozszczepiaj¹ce IgA u³atwiaj¹
App kolonizacjê �luzówki, natomiast rozk³ad Hb po-
zwala im pozyskiwaæ niezbêdne do prze¿ycia jony
¿elaza (16, 17).

Toksyny Apx
Budowa genotypowa i fenotypowa toksyn Apx.

Pomimo wystêpowania wielu czynników wirulencji
g³ówn¹ rolê w patogenezie pleuropneumonii �wiñ pe³-
ni¹ toksyny Apx, nale¿¹ce do rodziny RTX toksyn (re-
peats in the structural toxin � powtórzenia w strukturze
toksyny). Toksyny te wystêpuj¹ powszechnie w�ród bak-
terii Gram-ujemnych. Posiadaj¹ one zdolno�æ tworzenia
porów w b³onach biologicznych. Aktywno�æ hemoli-
tyczn¹ zwykle wykazuj¹ w warunkach in vitro (1, 5).

Actinobacillus pleuropneumoniae posiada cztery
toksyny RTX: ApxI, ApxII, ApxIII oraz ApxIV (1, 5).
Wystêpowanie genów i toksyn Apx oraz ich charakte-
rystykê przedstawiono w tab. 1 i 2.

ApxI jest silnie hemolitycznym i cytotoksycznym
bia³kiem o masie 105 kDa, które powoduje efekt
CAMP (Christie-Atkins-Munch-Petersen), polegaj¹cy
na wzmacnianiu lizy erytrocytów, wywo³anej dzia³a-
niem sfingomielinazy (â-toksyna) Staphylococcus
aureus. Wcze�niej by³a ona nazywana hemolizyn¹ I
lub cytolizyn¹ I. Wykazuje ona silne podobieñstwo do
á-hemolizyny (HlyA) Escherichia coli. W swojej struk-
turze posiada silnie hydrofobow¹ domenê oraz 13 po-
wtórzeñ odcinków bogatych w glicynê. Toksyna ApxI
wytwarzana jest przez najbardziej zjadliwe szczepy
serotypów 1, 5, 9, 10, 11 i 14 (4, 15).

ApxII jest s³abo hemolitycznym i �rednio cytotok-
sycznym bia³kiem o masie 105 kDa, nazywanym daw-
nej hemolizyn¹ II lub cytolizyn¹ II. Wystêpuje ona we

Ryc. 1. Schemat budowy LPS
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wszystkich szczepach App, z wyj¹tkiem nale¿¹cych
do serotypów 10 i 14. Posiada wszystkie charaktery-
styczne dla RTX toksyn domeny, jednak zawiera tyl-
ko 8 powtórzeñ bogatych w glicynê (4, 15). Opieraj¹c
siê na sekwencji aminokwasowej, toksyna ApxII jest
immunologicznie odleg³a od ApxI, ale blisko spokrew-
niona z leukotoksyn¹ (Lkt) Pasteurella haemolytica (4).

Najbardziej cytotoksyczna, niehemolityczna toksy-
na ApxIII, wcze�niej zwana pleurotoksyn¹, o masie
cz¹steczkowej 120 kDa, produkowana jest przez szcze-
py serotypów 2, 3, 4, 6, 8 i 15. Wykazuje ona znacz¹ce
podobieñstwo aminokwasowe do ApxI oraz HlyA,
i podobnie jak toksyna I zawiera 13 powtórzeñ boga-
tych w glicynê (4, 15).

Toksyny ApxI, ApxII i ApxIII produkowane s¹
równie¿ przez inne gatunki Actinobacillus, takie jak:
A. rosii, A. suis, A. lignieresii i A. porcitonsillarum
(5, 18). Innymi bakteriami produkuj¹cymi RTX tok-
syny, które wykazuj¹ reakcjê krzy¿ow¹ z Apx App,
s¹: A. seminis, A. equuli, Pasteurella aerogenes, P. mul-
tocida, Haemophilus parasuis i Mannheimia (Pasteu-
rella) haemolytica (15, 19, 20).

ApxIV jest toksyn¹ specyficzn¹ dla App, kodowa-
n¹ przez gen apxIVA. Jest ona odmienna antygenowo
od pozosta³ych trzech Apx toksyn. Wystêpuje w szcze-

pach wszystkich serotypów, jednak¿e jej ekspresja
nastêpuje jedynie in vivo, czyli po infekcji �wini App
(1, 6, 18, 19). Z uwagi na specyficzno�æ gatunkow¹
genu apxIVA App w Zak³adzie Chorób �wiñ Pañstwo-
wego Instytutu Weterynaryjnego � Pañstwowego In-
stytutu Badawczego w Pu³awach opracowano test PCR
do amplifikacji fragmentu tego genu (23).

Rekombinant ApxIV produkowany przez E. coli
wykazywa³ s³ab¹ aktywno�æ hemolityczn¹ oraz hemo-
lityczn¹ synergiê ze sfingomielinaz¹ Staphylococcus
aureus (19) (tab. 2).

Geny koduj¹ce toksyny Apx App wystêpuj¹ w ope-
ronach policistronowych. ApxI kodowana jest w ope-
ronie apxICABD, ApxII w apxIICA, natomiast ApxIII
w apxIIICABD. W operonach tych gen A koduje pre-
toksynê, gen C bia³ko zwi¹zane z potranslacyjn¹ akty-
wacj¹ pretoksyny, za� bia³ka kodowane przez geny B
i D uczestnicz¹ w aktywnym transporcie toksyn Apx,
jako sekrecyjny aparat typu I (20) (ryc. 2). W przypad-
ku toksyny ApxII, której operon nie posiada genów B
i D, transport mo¿liwy jest przy wykorzystaniu syste-
mu sekrecyjnego ApxI. Wyj¹tek stanowi serotyp 3
pozbawiony genów apxIBD. W�ród ró¿nych seroty-
pów App gen toksyny ApxIV charakteryzuje siê zmien-
n¹ wielko�ci¹ (18). Do swej aktywacji wymaga ona

obecno�ci dodatkowego genu � ORF1,
po³o¿onego bezpo�rednio za struktural-
nym genem ApxIV (19).

Genotypowa i fenotypowa analiza
du¿ej liczby szczepów wszystkich
serotypów i serowarów, izolowanych
z ró¿nych obszarów geograficznych,
z nielicznymi wyj¹tkami, wykazywa³a
podobieñstwo genetyczne i fenotypowe
poszczególnych serotypów i odpowia-
daj¹cych im szczepów referencyjnych
(4).
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Tab. 2. Genotypowa i fenotypowa charakterystyka toksyn Apx

Ryc. 2. Schemat genetycznej i strukturalnej organizacji RTX toksyny
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Biofizyczne w³a�ciwo�ci toksyn ApxI, II i III.
Oprócz rozleg³ej wiedzy o genotypowej i fenotypo-
wej budowie, znane s¹ biofizyczne i fizykochemiczne
parametry toksyn ApxI, ApxII i ApxIII. Toksyny te cha-
rakteryzuj¹ siê zró¿nicowan¹ aktywno�ci¹ tworzenia
porów, ich wielko�ci¹ oraz selektywno�ci¹ jonow¹.
Spo�ród toksyn produkowanych przez App najwiêk-
szy wp³yw na przewodno�æ b³ony wywiera ApxI, na-
stêpnie ApxIII i ApxII. Ju¿ po 2 minutach od momen-
tu podania toksyny nastêpuje wzrost przewodnictwa
b³ony, warto�æ plateau zostaje osi¹gniêta po ok. 30 min.
(15).

Aktywno�æ toksyn App spowodowana jest przez ich
zdolno�æ do tworzenia kana³ów przepuszczaj¹cych
jony. W jednakowych warunkach ApxI i ApxII for-
muj¹ pory o zbli¿onej wielko�ci, natomiast ApxIII
tworzy kana³ o znacznie mniejszej �rednicy. Jednak¿e
toksyna ApxII charakteryzuje siê bardzo nisk¹ zdol-
no�ci¹ aktywacji tworzenia porów, w porównaniu z po-
zosta³ymi dwoma toksynami. Kana³y tworzone przez
toksyny Apx App wykazuj¹ selektywno�æ w stosunku
do kationów. Szybko�æ przep³ywu poszczególnych ka-
tionów przez pory jest nastêpuj¹ca: Cs+ » Rb+ » K+ >
Na+ > Li+ > Tris+ oraz NH

4
+ > N(CH

3
)

4
+ > N(C

2
H

5
)

4
+

(15).
Udzia³ toksyn Apx w wirulencji Actinobacillus

pleuropneumoniae. W�ród szczepów App wyró¿niæ
mo¿na szczepy o zró¿nicowanej zjadliwo�ci. Badania
na �winiach i myszach zaka¿anych szczepami referen-
cyjnymi potwierdzi³y dane uzyskane w badaniach te-
renowych, wskazuj¹ce na wysok¹ patogenno�æ szcze-
pów reprezentuj¹cych serotypy 1, 5, 9 i 11. Szczepy
produkuj¹ce tylko jedn¹ Apx toksynê s¹ mniej wiru-
lentne od uwalniaj¹cych dwie toksyny. Mo¿liwe jest
równie¿ wystêpowanie odmiennej wirulencji w obrê-
bie danego serotypu, np.: szczepy serotypu 2 zalicza-
ne do biowaru I, wystêpuj¹ce na obszarze Europy, syn-
tetyzuj¹c toksynê ApxI i ApxII, wykazuj¹ wy¿sz¹ zjad-
liwo�æ ni¿ szczepy serotypu 2 biowaru II izolowane
w Ameryce Pó³nocnej, produkuj¹ce jedynie ApxII (4).

Okre�laj¹c ró¿nice w wirulencji miêdzy serotypami
i szczepami App nie mo¿na wykluczyæ innych ni¿ Apx
toksyny czynników wirulencji, tj. LPS czy otoczki
polisacharydowej (4).

Toksyny Apx pe³ni¹ wa¿n¹ rolê w patogenezie
pleuropneumonii �wiñ. Przede wszystkim umo¿liwiaj¹
one bakteriom ominiêcie pierwszej bariery ochronnej
gospodarza. Dzia³aj¹ one w dwojaki sposób: albo wy-
wo³uj¹ bezpo�redni efekt cytotoksyczny, albo oddzia-
³ywuj¹ po�rednio, stymuluj¹c sekrecjê mediatorów pro-
zapalnych. Przy wysokim stê¿eniu toksyn Apx w b³o-
nie fagocytów i innych komórek powstaj¹ liczne pory,
co w konsekwencji prowadzi do osmozy komórek,
a nastêpnie ich �mierci. Z kolei mechanizm dzia³ania
po�redniego polega na stymulacji makrofagów i neu-
trofili do produkowania i uwalniania mediatorów za-
palnych, czyli reaktywnych form tlenu, enzymów pro-
teolitycznych oraz cytokin (IL-1, IL-6, IL-8, TNF),

maj¹cych silnie szkodliwy wp³yw na komórki gospo-
darza. Na przyk³ad aktywowane neutrofile uwalniaj¹
mieloperoksydazê, która uczestniczy w przekszta³ca-
niu nadtlenku wodoru w kwas podchlorawy, bêd¹cy
najsilniejszym cytotoksycznym utleniaczem induko-
wanym w reakcji zapalnej. Ponadto toksyny, uszka-
dzaj¹c komórki �ródb³onka, prowadz¹ do aktywacji
p³ytek krwi, w wyniku czego powstaj¹ mikrozakrze-
py, miejscowe niedokrwienia, co w konsekwencji po-
woduje martwicê (6).

Udowodniono, ¿e oczyszczone toksyny Apx, w od-
ró¿nieniu od zmutowanego szczepu pozbawionego
zdolno�ci syntezy toksyn, powoduj¹ charakterystycz-
ne dla pleuropneumonii zmiany patologiczne, co po-
twierdza rolê toksyn Apx w patogenezie choroby (6).

Rolê ró¿nych toksyn Apx App w patogenezie pleu-
ropneumonii badano wykorzystuj¹c mutanty z delecj¹
w genie apx. Jansen i wsp. (9) wykorzystali silnie wi-
rulentny szczep App 4074 nale¿¹cy do serotypu 1.
Bakterie niezmutowane (ApxI i ApxII) oraz mutanty
syntetyzuj¹ce ApxI lub ApxII indukowa³y wybuch tle-
nowy i powodowa³y �mieræ �wiñskich neutrofili, w od-
ró¿nieniu od szczepów pozbawionych zdolno�ci do
produkcji omawianych toksyn.

Immunogenno�æ toksyn Apx. Toksyny Apx s¹
silnie immunogenne. Pobudzaj¹ one uk³ad odporno�-
ciowy do produkcji znacznej ilo�ci swoistych prze-
ciwcia³, bior¹c udzia³ w indukcji odporno�ci nabytej,
skierowanej przeciwko App (6). Jednak¿e, w zwi¹zku
z faktem, ¿e oprócz App zdolno�æ produkcji ApxI,
ApxII i ApxIII posiadaj¹ równie¿ inne gatunki bakte-
rii nale¿¹ce do rodzaju Actinobacillus, diagnostyka se-
rologiczna ukierunkowana na wykrywanie przeciwcia³
skierowanych przeciwko ww. toksynom App mo¿e byæ
obarczona b³êdem. Nie dotyczy to jedynie ApxIV, po-
niewa¿ jest ona specyficznym bia³kiem App. Z tego
powodu wykrycie przeciwcia³ skierowanych przeciw-
ko wymienionemu bia³ku wskazuje na kontakt zwie-
rzêcia z patogennym szczepem App.

Dziêki swej immunogenno�ci toksyny Apx badane
by³y jako potencjalny sk³adnik szczepionki przeciw-
ko pleuropneumonii �wiñ. Udzia³ toksyn Apx w in-
dukcji odpowiedzi immunologicznej potwierdzono
badaj¹c awirulentny, niehemolityczny, zmutowany
szczep App serotypu 5 (brak sekrecji ApxI i ApxII).
Szczep pozbawiony zdolno�ci do produkcji toksyn nie
indukowa³ odporno�ci przeciwko szczepom dzikim
serotypu 5, uwalniaj¹cym ApxI i ApxII. Dla porówna-
nia, immunizacja awirulentnym, zmutowanym szcze-
pem pozbawionym otoczki polisacharydowej pobudza-
³a limfocyty B do produkcji swoistych przeciwcia³, co
dowodzi, ¿e toksyny s¹ istotne w indukcji pamiêci
immunologicznej (4). W wielu badaniach z u¿yciem
toksyn Apx, w kombinacji z innymi sk³adnikami bak-
teryjnymi, wykazano, ¿e obecno�æ toksyn jest niezbêd-
na do indukcji odporno�ci na poziomie zapewniaj¹-
cym skuteczn¹ ochronê. Niemniej jednak udowodnio-
no, ¿e toksyny Apx nie s¹ jedynymi czynnikami bio-
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r¹cymi udzia³ w stymulacji uk³adu immunologiczne-
go (6).

Podsumowanie
Nadrzêdn¹ rolê w patogenezie pleuropneumonii

�wiñ odgrywaj¹ toksyny Apx. Brak genów apx powo-
duje nieodwracalne pozbawienie zarazka wirulencji.
Niemniej jednak tak¿e inne struktury App mog¹ zna-
cz¹co wp³ywaæ na przebieg zaka¿enia App.
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