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Resumen

Objetivo: determinar la asociacion entre la resistencia a antibidticos y la ITU
recurrente (rUTI) en pacientes con urocultivos positivos por Escherichia coli

en un hospital peruano.

Pacientes y métodos: Utilizando un disefio de estudio de cohorte
retrospectivo, analizamos todos los casos de pacientes con urocultivo
positivo por E. coli que acudieron al Hospital Nacional Edgardo Rebagliati
Martins (HNERM), Lima, Peru, del afio 2013 a 2016. Los niveles de
susceptibilidad antimicrobiana fueron testados por Microscan e
interpretados segun la guia CLSI. Para evaluar la asociacidon entre la
resistencia a los antibioticos y la rUTl, modelamos el tiempo hasta la
recurrencia, ajustando dos modelos de regresiéon de Cox, uno usando el
recuento de familias resistentes a los antibidticos y otro usando Ia
resistencia a multiples farmacos (MDR) como predictores de interés,

respectivamente.

Resultados: Analizamos un total de 8553 casos positivos a al menos un
episodio de ITU, incluidos 963 con rITU. Entre ellos, estimamos la frecuencia
de rUTI del 11,3% (intervalo de confianza [IC] del 95%: 10,6% -12,0%). La
frecuencia estimada de MDR fue del 46,5% (IC del 95%: 45,5% -47,6),
extensamente resistente a los medicamentos (XDR) del 24,3% (IC del 95%:
23,4% -25,2%) vy, finalmente, la presencia de productores de
betalactamasas de espectro extendido (BLEE) del 42,5% (IC del 95%: 41,9%
—44,0%). Al modelar el tiempo hasta una rUTI, observamos una asociacién
significativa con el numero de familias de antibidticos evaluadas como
resistentes (indice de riesgo ajustado [aHR] = 1,11; intervalo de confianza

[IC] del 95%: 1,06-1,17), género masculino (aHR = 0,80; IC 95%: 0,67-0,95)
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y grupos de edad (<40 anos aHR = referencia; 40 a 59 afios aHR = 1,49; 95%
IC: 1,15-1,93; >60 anos aHR = 1,48; 95% IC: 1,16-1,90). De manera similar,
en un segundo modelo, observamos que el tiempo hasta rUTI se asocio a
MDR (aHR = 1,30; 95% Cl: 1,15-1,48), sexo masculino (aHR = 0,81; 95% Cl:
0,68-0,96) y grupos de edad (<40 ainos aHR = referencia; 40 a 59 afios aHR
=1,49; 95% IC: 1,15-1,93; 260 afios aHR =1,49; 95% IC: 1,17-1,91).

Conclusion: Existe una asociacion importante entre la resistencia a los
antibioticos y la rUTI por E. coli en entornos hospitalarios, con un mayor
riesgo de rUTI con MDR o un mayor numero de familias de antibidticos
resistentes. Destacando que las cepas MDR tenian menor tiempo a las rUTI
gue las no] MDR. Con el aumento de la frecuencia de MDR observadas en
hospitales de todo el mundo, existe una mayor necesidad de programas
adecuados de administracion de antimicrobianos y practicas de

prescripcion de antibioticos.

Palabras clave: Escherichia coli, Infeccion del tracto urinario, Recurrencia,

Hospital, Multirresistencia, Resistencia a antibidticos, BLEE
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Introduccion

Las infecciones del tracto urinario (ITU) son una de las afecciones
bacterianas mas comunes en todo el mundo, creando una carga clinica
importante tanto a nivel comunitario como hospitalario, y generando altos
costos a nivel publico (1). Afecta a 150 millones de personas en todo el
mundo cada afio (2), lo que se traduce en cerca de ocho millones de
consultas médicas ambulatorias y cerca de 100.000 hospitalizaciones
anuales, ademas de generar un elevado coste sanitario anual de

aproximadamente 1,6 billones de délares (3).

Existen varios factores de riesgo que favorecen el desarrollo de esta
patologia, siendo uno de ellos el sexo femenino (4). Se estima que un 50%
a 60% de las mujeres presentaran un episodio de ITU durante su vida (5).
Otros factores de riesgo son la edad, malformaciones genitourinarias,

diabetes, gestacion, inmunosupresion y urolitiasis entre otras causas (5).

Una UTI recurrente (rUTI) se define como al menos tres UTI en un afio, o
dos UTl en 6 meses, que tienen un efecto severo en los aspectos personales
y sociales de los pacientes, impactando negativamente en la calidad de
vida; los sintomas descritos como leves-graves incluyen dolor y/o ardor al
orinar, miccidn frecuente, presidon suprapubica, fiebre y nduseas. A largo
plazo se han descrito fallos en el tratamiento, hospitalizaciones que
incluyen estancias y reingresos prolongados, bacteriemia, sepsis, shock
séptico, mortalidad y la propagacion de la resistencia a los antibidticos.

(6,7).

Existe una gran variedad de agentes etioldgicos, tanto Gram-negativos,

Gram-positivos como hongos, pero con diferencia, E. coli uropatégena es el
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mas frecuente, representando alrededor del 65% -75% de los casos (7). Si
bien requieren tratamiento con antibidticos, las infecciones urinarias son
cada vez mas dificiles de tratar debido a la rapida propagacion de la
resistencia a los medicamentos, entre los microorganismos causantes,

incluida la E. coli uropatégena (8).

A parte de las comorbilidades y los dato demograficos de los pacientes, la
resistencia antibidtica también se ha asociado a historias clinicas previas las
cuales incluyen , rUTI, hospitalizaciones e infecciones anteriores causadas

por microorganismos ya resistentes a antibioticos (10).

Se ha descrito recientemente la asociacion entre la E. Coli BLEE y rUTI, en |a
cual la mayoria de recurrencias son causadas por la misma cepa infectante

inicial (11).

El objetivo del estudio fue determinar la asociacion entre la resistencia a los
antibidticos y la recurrencia de ITU en pacientes con urocultivos positivos

por E. coli en un hospital peruano.
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Definiciones

Usamos la definicién estdndar de rUTI, que es un urocultivo positivo
repetido con una frecuencia de al menos dos cultivos en 6 meses o al menos
tres cultivos en 1 aflo y con un intervalo de> 30 dias entre los episodios
infecciosos con el mismo microorganismo (11). MDR se define como la
resistencia a mas de un agente antimicrobiano , los microorganismos XDR
son resistentes a casi todos los agentes antimicrobianos , los
microorganismos que son resistentes a todos los grupos antibioticos se le

conocen como PDR o Pan resistente (13).

Analisis estadistico

Se realizd un analisis descriptivo de los datos resumiendo las variables
cualitativas segun su frecuencia relativa y frecuencia absoluta, mientras que
las variables cuantitativas se resumieron segin su media y desviacion
estandar. Estimamos la incidencia de rUTI, MDR, XDR y BLEE. Luego,
evaluamos la asociacion entre la resistencia a los antibidticos y la rUTI
modelando el tiempo hasta la recurrencia y ajustando dos modelos de
regresion de Cox, uno usando el niumero de familias resistentes a los
antibidticos y otro usando MDR como predictores de interés,
respectivamente. Por lo tanto, estimamos las razones de riesgo como la
magnitud de la asociacion de interés. Esto se informo tanto en forma cruda
como ajustada por factores de confusion conocidos, como la edad, el sexo
y el origen del paciente. En todos los casos, las estimaciones se informaron
con un intervalo de confianza del 95% vy los calculos se realizaron con el

software estadistico Stata MP v14 (Stata corp, College Station, Texas).
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Resultados
Caracteristicas de los pacientes

Durante el periodo de estudio (2013 - 2016), un total de 8553 pacientes
dieron positivo en al menos un episodio de ITU relacionado con una
infeccién por E. coli, incluidos 963 (11,3%) con ITU recurrente. La mayoria
de los pacientes eran mujeres (82,6%), tenian una edad superior a los 60
afios (60,3%) y pocos fueron diagnosticados de forma ambulatoria (9,4%)

(tabla 1).

Frecuencia de recurrencia de ITU

Estimamos una incidencia de rUTI del 11,3% (intervalo de confianza [IC] del
95%: 10,6% - 12,0%). En general, al comparar recurrentes versus no
recurrentes, observamos una proporcién similar de hombres (15,5% frente
al17,6%, p=0,102)y pacientes ambulatorios (9,9% frente a 9,5%, p = 0,572).
Sin embargo, observamos diferencias significativas en la edad media de
ambos grupos (65,2 + 16,5 vs.63,9 + 18,0; p = 0,029) con una proporcion
significativa (p = 0,003) diferencias en la distribucion de los grupos de edad,
incluida la proporcién de adultos jévenes <40 aios (7,4% frente a 11,0%),
adultos de 40-59 afos (30,1% frente a 29,0%) y participantes mayores de
>60 afos (62,5% frente a 60,0%) (Tabla 1).

Resistencia antibiotica

Los aislados presentaron altos niveles de resistencia a antibidticos. Asi, se
encontré 69,6% y 68,5% de resistencia a ciprofloxacino y levofloxacino

respectivamente, y un 63,9% a cotrimoxazol. Los antibidticos restantes
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mostraron una frecuencia de resistencia que oscilaron entre el 31,9% de la
gentamicina y el 44,9% de la cefuroxima, excepto nitrofurantoina (6,9%),
amikacina (2,7%), ertapenem (0,1%). No se reportaron cepas resistentes a
imipenem (0,0%) (Tabla 1). En todos los casos, con excepcion de los
carbapenems, los aislados procedentes de rUTI, mostraron niveles mas
altos de resistencia que sus contrapartes no recurrentes. Estos niveles de
resistencia mas altos fueron mas notorios al comparar las frecuencias de
aislamientos resistentes a quinolonas (75.4 vs 68.9%; p <0.001),
particularmente aquellos resistentes a ciprofloxacino (75.3% vs 68,9%; p
<0,001) y levofloxacino (67,8 vs 74,3%; p <0,001), y aminoglucésidos (45.3%
vs 38.9%; p <0.001) (Tabla 1).

Resistencia a multiples antibidticos y presencia de betalactamasas de

espectro extendido

En general, estimamos una frecuencia de resistencia a multiples farmacos
(MDR) del 45,5% (IC del 95%: 45,5% - 47,6) y una frecuencia de resistencia
extremadamente resistentes (XDR) del 24,3% (IC del 95%: 23,4% - 25,2%).
Complementariamente, estimamos una frecuencia de presencia de beta-
lactamasas de espectro extendido (ESBL) de 42,5% (IC del 95%: 41,9% -
44,0%). Al comparar los aislamientos de UTI recurrentes vs. no recurrentes,
observamos frecuencia de MDR (52,4 vs. 45,8%; p <0,001) y XDR (28,8 vs.
23,7%; p =0,001) significativamente mas altas, y frecuencia de ESBL

similares (44,3% vs. 42,3%; p =0,232) (Tabla 1).
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Factores asociados a la recurrencia de ITU

En general, en el andlisis de regresion, rUTI se asocio con la edad, el sexo y
diferentes métricas de resistencia a los antibiéticos (MDR y numero de
familias antimicrobianas resistentes) (Tabla 2). Para comprender mejor
estas asociaciones, se ajustaron dos modelos de regresion de Cox. Primero,
se ajustdé un modelo que usaba como predictor de interés el nimero de
familias de antibidticos probadas como resistentes, que mostré que el
tiempo hasta una rUTI se asocid con el numero de familias de antibidticos
probadas como resistentes (indice de riesgo ajustado [aHR] = 1,11; 95 %
Intervalo de confianza [IC]: 1,06-1,17), sexo masculino (aHR = 0,80; 95% IC:
0,67-0,95) y grupos de edad (<40 aios aHR = referencia; 40 a 59 afios aHR
=1,49; 95% IC: 1,15-1,93; 260 afios aHR = 1,48; IC del 95%: 1,16-1,90). En
un segundo modelo, utilizando MDR como predictor de interés (Figura 1),
se observo que el tiempo hasta una rUTI se asocio a MDR (aHR = 1,30; 95%
Cl: 1,15-1,48), género masculino (aHR = 0,81; 95% Cl: 0,68-0,96) y grupos
de edad (<40 afos aHR = referencia; 40 a 59 ainos aHR =1,49; 95% IC: 1,15-
1,93; 260 afios aHR = 1,49; 95% IC: 1,17-1,91). Otros factores, como la

presencia de BLEE no se asociaron con rUTI (tabla 2).
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Discusion
Se ha establecido la relevancia de la edad, el sexo, la presencia de

resistencia a las diferentes familias de antibidticos y MDR asociados a las

ruTl.

Las infecciones urinarias son una causa frecuente de infecciones tanto en la
comunidad como en el hospital (14), siendo E. coli la causa etioldgica mas
frecuente (14; 15). Si bien la ITU suele ser esporadica, la presencia de rUTI,
se ha descrito produce una alteracién grave de la calidad de vida, que
obstaculiza las relaciones sociales y laborales y contribuye a malos

resultados en las personas adultos mayores (7;16).

Los datos actuales muestran que las mujeres son mas propensas a
desarrollar rUTI. Este hallazgo concuerda con datos previos (15), y entre
otros, se ha asociado a factores anatdmicos como el acortamiento de la
uretra en comparaciéon con el de los hombres, junto a la vecindad con la
vagina y el ano, areas colonizadas de manera estable por diferentes
microorganismos, que puede acceder a la uretra y subir a la vejiga mas
facilmente (15). Los factores de riesgo varian entre las mujeres antes y
después de la menopausia. Asi, entre otros, factores relacionados con las
relaciones sexuales, como el uso de espermicidas o conddn, se han
considerado para mujeres en edad fértil, mientras que los factores de riesgo
posmenopausicos incluyen niveles mas bajos de estrogenos, cistocele o
alteraciones de la microbiota vaginal, que favorecen la colonizacién de la
vagina por E. coli., entre otros (17). Es de destacar que, si bien los estudios
sobre E. coli causante de pielonefritis y prostatitis han demostrado la

presencia de un alto numero de factores de virulencia, aquellos aislados
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causantes de cistitis suelen ser menos virulentos, favoreciendo la presencia
de aislados de E. coli con un aparente menos bajo poder de virulencia en

infecciones de la vejiga (18).

Las infecciones urinarias tienen un impacto especial en los ancianos, en los
que las infecciones urinarias son mas prevalentes y, a menudo, pueden
poner en peligro la vida (7; 16). En estos pacientes la presencia de otras
comorbilidades, como enfermedades renales crdnicas, diabetes mellitus o
enfermedades de las arterias coronarias favorece la presencia de UTI, asi
como de rUTI, lo que a su vez contribuye a agravar el delicado estado de
estos pacientes, provocando un aumento de la mortalidad (16). Los
resultados del presente estudio concuerdan con un numero creciente de
casos de ITU y rUTI en los grupos de mayor edad considerados (40-59 y> 60
afos). Asimismo, la edad es un factor de riesgo conocido para la rUTI segun

muestran los datos actuales.

En los paises de ingresos medios, con acceso facil e incontrolado a agentes
antibacterianos y factores ambientales que favorecen las enfermedades
infecciosas, existe un alto consumo de antibidticos tanto en el entorno
comunitario como a nivel hospitalario (19; 20). Este hallazgo conduce a
reportes , cada vez mas, de infecciones causadas por microorganismos
patégenos MDR y XDR, incluida E. coli (21; 22). En este escenario, los altos
niveles de resistencia observados a agentes antibacterianos incluyendo
fluoroquinolonas y cefalosporinas concuerdan con reportes previos de E.
coli como causa de ITU en la zona (22), no siendo un hallazgo inesperado,
pero si preocupante ya que se ubica entre los tratamientos mas frecuentes
para las ITU (23). Asimismo, de acuerdo con lo descrito en varios paises de
media y baja renta (24), los niveles de resistencia a cotrimoxazol fueron

superiores al 60%, mientras que los de los aminoglucdsidos (excepto
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amikacina) fueron superiores al 30%. A pesar de estos niveles altos de
resistencia y de la creciente preocupacién por la seguridad de algunos de
ellos, como las fluoroquinolonas (25) debido al gran uso de estos
antibidticos en Perd. En este escenario de altos niveles de resistencias
antibiodticas, la instauracion de tratamientos antibidticos iniciales
inadecuados puede volverse frecuente, favoreciendo al desarrollo de rUTlIs
(23). Ademas, siendo una de las causas subyacentes y factor de riesgo de
rUTls, la resistencia a antibidticos, incluidos aminoglucésidos,
cefalosporinas, fluoroquinolonas y nitrofuranos. Es de destacar que el
analisis bivariado de cefalosporinas especificas solo detecta cefepima y
cefuroxima como factores de riesgo, con este hallazgo probablemente
relacionado con las ligeras diferencias en los niveles de resistencia
observadas entre las cefalosporinas y los altos niveles de BLEE reportados
tanto en las ITU no recurrentes como en las rUTI. Sin embargo,
sorprendentemente, la presencia de BLEE no se relaciond con el desarrollo
de rUTI. Aunque en aparente contradiccion con la asociacion de
cefalosporina cefepima de cuarta generacién con rUTI, las diferencias en las
BLEE especificas presentes en los casos no recurrentes y rUTI pueden

explicar este escenario.

Con respecto a la nitrofurantoina, otro tratamiento habitual para las ITU
(23), a pesar de que los niveles de resistencia fueron bajos en ambos grupos
de ITU, recurrentes y no recurrentes, la resistencia del aislamiento inicial
fue un factor de riesgo para el desarrollo de rITU. Este hallazgo puede estar
relacionado con la co-seleccion de resistencia a antibidticos,
selecciondndose la resistencia a cotrimoxazole asociada a prescripcion

previa de nitrofurantoina (al menos 3 meses antes) (26).
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Durante los ultimos afios, la estrategia para el tratamiento de rUTI ha sido
recetar antibidticos con recambios, de modo que estos individuos puedan
autotratarse a medida que se presentan los sintomas, sin necesidad de
confirmar la presencia de bacterias en la orina. (27) Los resultados del
presente estudio comprometen la estrategia de terapia antimicrobiana con
la asociacién entre rUTI y MDR, incrementando el circulo vicioso entre rUTI

y la resistencia a antimicrobianos.

Mencionar que, ademas de los factores externos, existen caracteristicas de
la propia bacteria, como la persistencia intracelular en las células del
epitelio de la vejiga, un estado inactivo de la E. coli, o el establecimiento de
bioflims, han estado descritos en las rUTI (28; 29). Esta E. coli inactiva no
provoca una respuesta inmune, debido a su inactividad metabdlica,
pudiendo luego evadir silenciosamente las defensas del huésped durante
largos periodos de tiempo, provocando recaidas después de la reactivacién

(30; 31).

La falta de informacion sobre tratamientos antibidticos especificos es una
limitacion que no nos permite determinar el porcentaje de tratamientos
antibiodticos inadecuados. Si bien los habituales tratamientos antibidticos
empiricos iniciales y las altas tasas de automedicacién permiten suponer
una elevada frecuencia de tratamientos inadecuados, no se puede inferir

su papel como factor de riesgo de rUTI.
Conclusiones

Se han observado altas tasas de resistencia a los antibidticos habituales en
E. coli que causa infecciones urinarias, y el sexo femenino, la edad y la
resistencia a los antibidticos se convierten en factores de riesgo para el

desarrollo de las infecciones urinarias.
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Recomendaciones

Es necesario desarrollar la busqueda de tratamientos alternativos capaces

de evitar las rUTI.
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Edad (afios) Media + DE*
Grupos etareos}
<40

40 to 59

Genero masculino

Paciente ambulatorio

Amikacin resistente;

Gentamicina resistente

Cefepime resistente I

Cefotaxima resistente

Ceftriaxona resistente

Ceftazidima resistente

Cefuroxima resistente*
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Recurrentes
N= 963

65.2 +16.5

71 (7.4%)

290 (30.1%)

602 (62.5%)

149 (15.5%)

95 (9.9%)

44 (4.6%)

319 (33.1%)

408 (42.4%)

410 (42.6%)

417 (43.3%)

418 (43.4%)

464 (48.2%)

No recurrentes

N= 7590

63.9 +18.0

834 (11.0%)
2304
(29.0%)
4552
(60.0%)
1335
(17.6%)
706 (9.3%)
187 (2.5%)
2412
(31.8%)
3048
(40.2%)
3062
(40.3%)
3107
(40.9%)
3099
(40.8%)
3373

(44.4%)

Total

N=8553

64.0+17.8

905 (10.6%)

2494 (29.2%)

5154 (60.3%)

1484 (17.4%)

801 (9.4%)

231 (2.7%)

2731 (31.9%)

3456 (40.4%)

3472 (40.6%)

3524 (41.2%)

3517 (41.1%)

3837 (44.9%)
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Ciprofloxacina resistente

Ertapenem resistente

Imipenem resistente

Levofloxacino resistente}

Nitrofurantoina resistentet

Tobramicina resistente

SXT resistente

Resistencia familia antimicrobianos, Media *

DEj}

Aminoglicosidos resistente}

Nitrofuranos resistentet

Carbapenems resistente

Cefalosporinas resistente*

Quinolonas resistente}

Inhibidores folato resistente

BLEE
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725 (75.3%)

0 (0.0%)

0 (0.0%)

715 (74.3%)

89 (9.2%)

436 (45.3%)

630 (65.4%)

24+14

436 (45.3%)

89 (9.2%)

0 (0.0%)

466 (48.4%)

726 (75.4%)

630 (65.4%)

427 (44.3%)

5228
(68.9%)

1 (0.1%)

0 (0.0%)
5145
(67.8%)
502 (6.6%)
2954
(38.9%)
4831
(63.7%)

2214

2954
(38.9%)
502 (6.6%)
1 (0.1%)
3378
(44.5%)
5247
(68.9%)
4831
(63.7%)
3212

(42.3%)

5953 (69.6%)

1 (0.1%)

0 (0.0%)

5860 (68.5%)

591 (6.9%)

3390 (39.6%)

5461 (63.9%)

23+14

3390 (39.6%)

591 (6.9%)

1 (0.1%)

3844 (44.9%)

5973 (69.8%)

5461 (63.9%)

3639 (42.5%)
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MDR} 504 (52.4%) 3473 3977 (46.4%)
(45.8%)

XDR¥ 278 (28.8%) 1756 2034 (23.4%)
(23.7%)

DE, desviacion estandard; SXT, cotrimoxazole; BLEE, Beta-Lactamasa Espectro
Extendido; MDR, Multidrogo-resistente; XDR, Extensivamente resistente; *, p-valor

<0.05; f, p-valor <0.01; %, p-valor <0.001

Table 2. Analisis de regresion

Bivariado Modelol Modelo2
HR HRa HRa
(95%Cl) (95%Cl) (95%Cl)
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N° Familias R
MDR

Edad , afios
<40

40 to 59

>60

Genero masculino
Ambulatorio
Resistencia antibiotica
Amikacina
Gentamicina
Cefepime
Cefotaxime
Ceftriaxone
Ceftazidime
Cefuroxime
Ciprofloxacina
Ertapenem
Imipenem
Levofloxacina
Nitrofurantoina
Tobramicina

TMP/SMX

Familia de antibiticos resistentes

Aminoglucdsidos
Carbapenems
Cefalosporinas
Nitrofurantoinas

Quinolonas

1,10 (1,06-1,15)
1,29 (1,13-1,46)
1,00 (1.00 — 1.01)
Ref.

1,50 (1,16 - 1,95)
1,51 (1,18 —1,93)
0,86 (0,73 — 1,03)

1,08 (0,87 - 1,33)

1,80 (1,32 - 2,43)
1,06 (0,93 - 1,21)
1,35 (1,17 - 1,56)
1,09 (0,96 — 1,24)
1,10 (0,98 — 1,25)
1,11 (0,98 — 1,26)
1,15 (1,02 - 1,31)
1,09 (0,96 — 1,24)

NA

NA
1,34 (1,16 — 1,55)
1,41 (1,14 - 1,76)
1,28 (1,13 - 1,45)

1,07 (0,94 — 1,22)

1,28 (1,13 - 1,45)
NA

1,16 (1,02 - 1,31)

1,41 (1,14 - 1,76)

1,34 (1,16 — 1,55)

1,11 (1,06-1,16)

Ref
1,49 (1,15 -1,93)
1,48 (1,16 — 1,90)

0,78 (0,67 — 0,95)
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1,30 (1,15-1,48)

Ref
1,49 (1,15-1,93)
1,49 (1,17 - 1,92)

0,81 (0,68 — 0,96)
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Inhibidores de folatos 1,07 (0,94 — 1,23)

BLEE 1,08 (0,95 — 1,23)

SD, desviacion estandar; TMP/SMX, trimetroprim/sulfametoxazol; ESBL, beta
lactamasa espectro extendido; MDR, multidrogo resistente; XDR, extremadamente

drogo resistente.
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Figure 1: Analisis de tiempo a la recurrencia de Infecciones del tracto Urinario

(rITU) segun Escherichia coli multidrogo resistentes MDR (- - - -) vs. Sensible (-----
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