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Invazivna aspergiloza u pacientov s pokrocilou
cirhozou pecene
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Uvod: Invazivna aspergil6za (IA) patri medzi najéastejsie invazivne mykotické infekcie a predstavuje vazny problém v skupine imuno-
kompromitovanych pacientov. V poslednych rokoch sa vsak zvysuje pocet hlaseni infekcii aj u neneutropenickych pacientov, a to hlavne
v suvislosti s plicnymi alebo pec¢efiovymi ochoreniami.

Metodika: Demonstrujeme dva pripady pacientov s cirh6zou pec¢ene v $tadiu Child-Pough C, ktori pocas hospitalizacie vykazovali zvysujice
sa zapalové parametre s neutrofiliou. Zobrazovacie techniky odhalili v oblasti pltic zdpalové infiltraty s dutinovymiléziami. Napriek Siroko-
spektralnej antibiotickej terapii doslo u oboch pacientov k postupujicej kvantitativnej poruche vedomia a naslednému exitu. Vykonana pitva
pri oboch pripadoch odhalila abscedujicu bronchopneumoniu s diseminaciou do centralnej nervovej sistavy a vjednom pripade rozsiahlu
diseminaciu aj do inych organov. Vzorky z patologicky zmenenych tkaniv boli vySetrené mikroskopicky zakladnym histologickym farbenim
hematoxylin-eozinom, Specialnym farbenim PAS (periodic-acid-Shiff) aimpregnacnou striebriacou metodikou (metenaminovym striebrom).
Vysledok: V histologickom obraze vysetrovanych vzoriek sa v cievach a okolitom tkanive zobrazili viaknité septované Struktury s vetve-
nim pod ostrym uhlom. Dané strukttry vykazovali PAS pozitivitu, farbili sa striebriacimi technikami a pri farbeni hematoxylin-eozinom
vykazovali vyraznu bazofiliu, ¢im korelovali s morfolégiou aspergilozy.

Zaver: A byva u pacientov s chorobami pecene ¢asto poddiagnostikovana s vysokou naslednou mortalitou, kedZe nejde o typicku rizikovu
skupinu pacientov pre toto ochorenie. Postihnuti si hlavne pacienti v pokrocilom stadiu cirh6zy alebo s aktiitnym pec¢enovym zlyhanim.
Klinické priznaky su ¢asto nevyrazné a nespecifické, kultivacné vysetrenia poskytnu len limitované informacie. Zaradenie IA do diferen-
cialnej diagnostiky komplikacii pacientov s chronickymi chorobami pe¢ene méze dopomactk jej véasnejsej diagnéze a adekvatnej liecbe.
Klucové slova: invazivna aspergil6za, diseminovana aspergiléza, oportunna infekcia, aspergiléza centralneho nervového systému,
cirhdza pecene

Invasive aspergillosis in patients with advanced cirrhosis of the liver

Introduction: As the most common invasive mycotic infection, invasive aspergillosis (I1A) represents a serious problem forimmunocom-
promised patients. However, recently, there has been an increase in number of registered infections also in non-neutropenic patients.
Within this group mainly the ones with pulmonary or liver disease are affected.

Methods: We illustrate two cases of patients with liver cirrhosis Child-Pough class C, who showed increase in inflammatory markers and
neutrophilia. Imaging examination of lungs displayed inflammatory infiltrates with cavitations. Despite of broad-spectrum antibiotic
therapy both patients showed progressing quantitative loss of consciousness resulting in exitus. Autopsy examination uncovered in
both cases absceding bronchopneumonia with dissemination to central nervous system and in one case extensive dissemination also
to other organs. Tissue samples from dissected organs were examined histologically using principal stain Hematoxylin and Eosin (H&E),
special stain Periodic acid-Shiff (PAS) and silver impregnation staining techniques using methenamin silver.

Results: Histologic examination uncovered regularly septate tubular structures with dichotomous branching at acute levels. These
structures showed PAS positivity, were visualized by silver impregnation techniques and in H&E staining showed marked basophily,
which correlated with the diagnosis of aspergillosis.

Conclusion: Invasive aspergillosis is often underdiagnosed with high consequent mortality in patients with liver diseases, since they do
not belong in the typical risk group of this infection. Within this group it mainly affects patients with advanced liver cirrhosis or acute
liver failure. Clinical symptoms are often obscure and non-specific and microbial culture provides only limited information. We suggest
that invasive aspergillosis should be considered in differential diagnosis of complications in patients with chronic liver diseases.

Key words: invasive aspergillosis, disseminated aspergillosis, opportunistic infection, aspergillosis of central nervous system, cirrhosis
of the liver
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Uvod

Aspergildza je jedna z najcastejsich invazivnych mykotickych infekcif
u pacientov a vykazuje celkovo stipajucu incidenciu (1, 2). Rizikovu skupinu
tvoria hlavne imunokompromitovani pacienti. Ti predstavuju vzhladom
na vzrastajuci pocet transplantécif kostnej drene a inych organov, zava-
dzanie intenzifikovanych chemoterapeutickych a imunosupresivnych
rezimov a HIV pandémiu stale vyznamnejsiu skupinu v populacii (3, 4).
Invazivna aspergildza sa vyskytuje hlavne u neutropenickych pacientoy,
zvysuje sa vsak aj pocet hldseni u neneutropenickych pacientov. Patria
sem hlavne pacienti s plucnymi chorobami, ale aj pacienti s chorobami
pecene (3, 5,6). Umrtnost na invazivnu aspergilézu dosahuje v priemere
46— 63 % a je najvyssia u pacientov po transplantacii kostnej drene a u HIV
pozitivnych pacientov (1, 3, 5).

Aspergilové konidie sa vzhladom na ich ¢astU pritomnost v ovzdusi
dostavaju do tela predovsetkym inhaldciou. Nasledne dochddza u imu-
nokompromitovanych pacientov pre oslabenu obrannu funkciu ich sliznic
ku kolonizécii pluc a rastu hyf. Rasttce hyfy, ktoré uniknd obrannym
mechanizmom hostitela, dokdzu penetrovat cez endotelidlnu vystelku
do cievneho rieciska, odkial sa ich fragmenty krvnou cestou dostévaju
do vzdialenych organov. Angioinvazia vedie k trombotizacii a ischemi-
zacii postihnutych organov, pri¢om rozpadajlce sa nekrotické tkanivo je
vhodnym prostredim na mykoticky rast (7, 8).

Diseminovand aspergiléza vratane aspergilézy centrdlnej nervovej
sustavy (CNS) sa vyvinie u menej ako 10 % postihnutych pacientov.
Umrtnost v tejto skupine je viak velmi vysoké a v pripade postihnutia
CNS sa blizi k 100 %. Cerebrélna aspregildza najcastejsie postihuje fron-
talny lalok a cerebelopontinny uhol a iba zriedka je jedinou lokalizaciou
disemindcie (1, 3,9, 10).

V tomto ¢lanku prezentujeme pripady dvoch pacientov s cirhdzou
pecene, u ktorych bola pitvou dokdzand invazivna aspergiléza s infil-
traciou CNS.

Opis pripadu

Pripad 1

58-ro¢ny pacient s anamnézou cirhdzy pecene etyltoxickej genézy
Child-Pough C, s ezofagedlnymi varixmi, chronickou pankreatitidou a dia-
betom druhého typu bol prijaty na internt kliniku pre niekolko dnf trva-
juce celkové zhorsenie stavu, suchy kasel, apatiu, spavost, dezorientaciu,
zmétenost a odmietanie peroralneho prijmu. Tri tyZzdne pred aktualnou
hospitalizaciou bol prepusteny z interného oddelenia inej kliniky, na ktort
bol prijaty pre dekompenzovanu cirhdzu pecene s ikterom a na ktorej mu
bola pred prepustenim zacaté perorélna kortikoterapia.

Privysetreni bol pacient iktericky, mal mierne zvysent teplotu (37,7 °C),
vykazoval spomalené psychomotorické tempo, bol somnolentny, pri
postoji a chddzi boli pritomné titubacie. Fyzikalne vysetrenie pltic odha-
lilo obojstranne inspiracné chropky. Akcia srdca bola pravidelnd, na EKG
bola pritomna ascendentnd depresia ST segmentu vo zvodoch V4 — V6
a negativna vina Tvo zvodoch lll, V1 a V3.V laboratérnom obraze domino-
vali elevované hepatalne ukazovatele s hyperbilirubinémiou a zvysenou
hodnotou amoniaku na 83 umol/l, bol pritomny hypokoagulacny stav,
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Obrdzok 1. Aspergiléza pluc tvoriaca makroskopicky dutiny obsahujuce malé
mnozstvo zltosivého materidlu (a), s charakteristickym mikroskopickym obra-
zom septovanych vlaknitych struktur, infiltrujucich tkanivo pluc, HE, 200-krat (b)

trombocytopénia tazkého stupna a zndmky dehydratacie. Taktiez boli
elevované zpalové parametre s hodnotou CRP 62 mg/I a neutrofiliou.

Réntgenologické vysetrenie plic odhalilo obojstranné nehomogénne
zatienenie v dolnom pltcnom poli, na lavej strane s dutinovou léziou vel-
kosti 25 x 20 mm. Tento nalez bol klinicky uzavrety ako suspektné zapalova
infiltracia. Pacientovi bola podévana kombinovana parenterélna antibiotic-
ka terapia a komplexnd lie¢ba vaskuldrnej a metabolickej dekompenzacie
cirhézy pecene. Pocas hospitalizacie dochadzalo k postupnej progresii
poruchy vedomia, ktord bola vzhladom na zakladné ochorenie pripisovana
hepatélnej encefalopatii, po trojdnovej hospitalizacii pacient exitoval

Pri pitve boli pritomné viaceré nalezy zhodné s klinickymi diagnézami.
Makroskopické a histologické vysetrenie odhalilo aktivnu mikronodu-
larnu cirhézu pecene s ascitom v objeme 500 ml, ezofagedlnymi varix-
mi a chronickou fibrotizujucou pankreatitidou a hypertenznt chorobu
s hypertenznym srdcom a arteriolosklerotickou nefrosklerézou

Najvyraznejsi nalez bol pozorovany na hrudnom komplexe. Plica
boli obojstranne vyrazne zvacsené, viavo dosahovali hmotnost 750 g
a vpravo 950 g. Na pleure sa nachadzali tmavocervené petechie. Vo



vietkych lalokoch pltc boli pritomné splyvajice loZiska konsolidacie
sivoruzovej farby, ktorych rezné plocha bola suché a zrnitd. V oblastiach
patologicky zmeneného tkaniva sa nachadzali viaceré cystické dutiny
priemeru 4 mm — 2 cm, ohrani¢ené bledohnedou membranou hribky
1 =2 mm. Tieto dutiny boli opticky prazdne, pripadne obsahovali malé
mnozstvo Zltosivého materidlu. (obrdzok 1a). Mikroskopické vysetrenie
patologicky zmenenych lozisk odhalilo abscedujicu bronchopneuméniu
s pritomnymi pocetnymi vlaknitymi $truktdrami, ktoré vypliali alveoly
a tapetovali steny makroskopicky pritomnych cystickych Utvarov. VIaknité
Struktdry boli septované a vetvili sa pod ostrym uhlom, vykazovali PAS
pozitivitu, farbili sa striebriacimi technikami a pri farbeni hematoxylinom
a eozinom vykazovali vyraznu bazofiliu, ¢im korelovali s morfolégiou
aspergildzy (obrazok 1b).

Pri disekcii ostatnych vnutornych orgédnov sme pozorovali viaceré
podobné gulovité, pomerne ostro ohranicené loziska ruzovocervenej
farby v stitnej Zlaze, v kore obliciek obojstranne a v tele zalidka s exulce-
raciou sliznice. Pocetné loZiska boli pritomné aj v myokarde lavej komory
srdca. Histologicky boli vetky loziska tvorené nekroticky zmenenym
tkanivom prestupenym leukocytovym infiltrdtom s pritomnymi vidknitymi
vetviacimi sa struktdrami vo vnutri ciev s ich masivnym prestupom do
nekrotického tkaniva. Najdolezitejsi nalez bol pritomny na reze mozgu.
Pocetné, neostro ohranicené gulovité loZiska ruzovocervenej farby prie-
meru 5 mm - 1,5 cm sa nachadzali v bielej hmote frontélneho, parietal-
neho a okcipitdlneho laloka a v oblasti ponsu. Loziska priemeru 2 cm sa
nachédzali v okoli zadného rohu boc¢nej komory, v prednej ¢asti corpus
callosum a v lavej hemisfére mozocka, zasahujuc do vermis cerebelli.
Histologicky bolo tkanivo mozgu v oblasti loZisk edematdzne, prestupené
erytrocytmi a granulocytmi a pri farbeni striebriacimi technikami sa aj
v tychto loZiskdch vizualizovali vIdknité vetviace sa huby.

Nélezy zistené pri pitve odhalili diseminovanu invazivnu aspergilézu
s masivnym postihnutim centralneho nervového systému.

Pripad 2

49-ro¢na pacientka bola prijatd na $pecializované hepatologické
pracovisko internej kliniky pre akutnu alkoholovu hepatitidu v teréne
cirhdzy pecene Child-Pough C. Pocas hospitalizécie jej bola nasadend
parenteralna kortikoterapia v trvani troch tyzdnov.

Pri vySetreni bola pacientka pri vedomi, iktericka, s pritomnym
flapping” tremorom a ascitom. Dychanie bolo obojstranne ¢isté, ba-
zalne oslabené. Pri biochemickom vysetrenf séra dominovali zvyse-
né hepatélne parametre s hyperbilirubinémiou a hodnotou amoniaku
33,3 umol/l, ktory pocas hospitalizacie stipol na 80 umol/I. Bol pritomny
hypokoagulacny stav, mierna trombocytopénia a stredne tazkd anémia.
Pocas hospitalizacie sa postupne zvysovali zépalové markery s hodnotou
CRP do 39,34 mg/l a s neutrofiliou.

Na réntgene pltc sa zobrazilo splyvavé zatienenie v favom strednom
az dolnom plicnom poli. Na CT hrudnika bol opisany bilaterdlny fluidoto-
rax s dystelektdzami a nepravidelné mapovité alveolovo-intersticidlne zony
vlavo velkosti do 35 mm a vpravo do 13 mm. V favom hornom pltécnom
poli v teréne dystelektatického parenchymu v kombinécii so zépalovymi
zmenami bolo pritomné drobné lozisko plynu. Pri bronchoskopii bol
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Obrdzok 2. Invazivna aspergiléza s postihnutim mozgu, s ostro ohrani-
¢enym prekrvacanym loziskom kasovitej konzistencie (a), zadpalovy infiltrat
prestupujuci tkanivo mozgu, v cievach sa zobrazuju vidknité vetviace sa
huby, prestupujuice cez stenu ciev do okolitého tkaniva, HE, 200-krat (b)
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v hlavnych bronchoch pozorovany ZIty hnis. Pacientke bola vysadena
kortikoterapia a zacata intenzivna oxygenoterapia, dychova rehabilitacia
a kombinované antibioticka terapia.

Pre progresiu plicneho nélezu bola pacientka po mesacnej hospitali-
zacii prelozend na jednotku intenzivnej starostlivosti kliniky pneumolégie
a ftizeoldgie. Pri prijme bola pacientka objektivne afebrilnd, tachypnoicka,
somnolentnd, spavd, odpovedala adekvatne, avsak nie zrozumitelne.
Dychanie bolo viavo v celom rozsahu oslabené az vymiznuté, vpravo boli
bazélne pocutelné jemné vrzoty. Hospitalizacia pacientky sa komplikovala
vznikom lavostranného tenzného pneumotoraxu, ktory bol nasledne dré-
novany aj s 1 500 ml sérosangvinolentného vypotku. Napriek komplexnej
lieCbe sa stav pacientky zhorsoval, prehlbovala sa kvantitativna porucha
vedomia a po troch dnoch hospitalizacie zomrela.

Pitva odhalila aktivnu mikronoduldrnu steatocirhézu pecene a ascites
v objeme 1500 ml.V pleurdlnej dutine sa obojstranne nachadzalo 500 m!
sangvinolentnej tekutiny. Plica boli tuhsej konzistencie so zvysenou
hmotnostou, ktord vlavo dosahovala 630 gramov a vpravo az 790 gramov.
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V hrote lavého horného laloka plic bolo pritomné neostro ohrani¢ené
sivozIté tuhdie lozisko priemeru 8 cm, ktoré bolo na reze Ciastocne sko-
likvované a vyplnené hustou sivoZltou tekutinou. Na reze pravého dolného
laloka pluc, siahajuic az po pleuru sa nachadzalo konsolidované ruzovosivé
loZisko priemeru 6 cm, miestami sa kasovito rozpadavajlce.

Histologicky boli loziskd tvorené nahromadenymi polymorfonukleér-
nymi granulocytmi s rozpadom alveoldrnych sept, lemované granula¢nym
tkanivom. Pleura v okoli lozisk vykazovala znamky fibrindzno-hnisavej
pleuritidy. V loZiskach sa taktiez nachddzali pocetné PAS pozitivne septo-
vané vetviace sa hyfy, ktoré sa farbili striebriacimi technikami a ich obraz
suhlasil s morfoldgiou aspergilézy.

Necakany nalez odhalila pitva mozgu, kde sa vo frontadlnom laloku
pravej hemisféry parasagitdlne nachddzalo pomerne ostro ohrani¢ené
loZisko priemeru 5 cm, na reze Zltosivej farby, kasovitej konzistencie (obrazok
2a). Makké pleny nad loziskom boli zhrubnuté a zakalené. Identické lozisko
mensich rozmerov sa nachadzalo zrkadlovo parasagitalne na lavej strane.
Boc¢né komory boli po narezani vyplnené mierne zakalenym mozgovomie-
chovym mokom. Mikroskopicky boli loZiska tvorené nekrotickym detritom
a vyrazne prestUpené polymorfonukledrnymi granulocytmi, na periférii
bol zvyrazneny edém a malé mnozstvo zrnieckovych buniek. Zépalovy
infiltrat prestupoval aj do makkych plien, ktoré boli vézivovo zhrubnuté.
Impregnaciou striebrom a farbenim PAS sa v cievach zobrazili vidknité
vetviace sa huby, ktoré prestupovali do okolitého parenchymu (obrézok 2b).

Tento ndlez poukdzal na invazivnu aspergilézu s diseminéciou do cen-
trdlneho nervového systému v podobe abscesov a loziskovej meningitidy.

Diskusia

Invazivna aspergildza sa zaraduje medzi oportiinne infekcie, ktoré po-
stihuju predovietkym neutropenickych pacientov. Do skupiny nekonvenc-
nych pacientov, ktori mézu byt postihnuti generalizovanou infekciou, sa
zaraduju aj pacienti s ochoreniami pecene, a to hlavne pacienti s cirhdzou
pecene v $tadiu Child-Pough C a pacienti s akitnym zlyhanim pecene.
KedZe nejde o klasicku rizikovu skupinu, typicku pre dand chorobu, je
aspergiléza u tychto pacientov ¢asto diagnostikovana az v pokrocilych
stadiach, ked uz terapia nema taku Uspesnost (6).

U zdravych jedincov su konidie, ktoré sa dostanu do dychacich
ciest, odstranované fagocytarnou ¢innostou alveoldrnych makrofagov.
Makrofégy iniciuju zépalovi odpoved sprostredkovanu neutrofilnymi
polymorfonukledrnymi granulocytmi. Konidie, ktoré uniknd makrofagom,
sa premenia na hyfy a tie su primdarne odstrafiované neutrofilmi (7).

Pacienti s cirhdzou pecene vykazuju dysfunkciu retikuloendotelidineho
systému, znizend mobilizéciu neutrofilov a ich znizenut fagocytarnu funk-
ciu (11). Taktiez sa predpoklada, ze hyperamonémia a hyponatriémia, ktoré
su u cirhotickych pacientov pomerne ¢asté, znizuju fagocytarnu schop-
nost neutrofilov a zvysuju ich spontanny rozpad (12). Imunodeficienciu
cirhotickych pacientov ovplyvnuju aj pridruzené faktory, ako je malnutricia,
sti¢asné pozivanie alkoholuy, ¢astejsie podstupovanie invazivnych procedur
a indikécia kortikosteroidovej terapie.

Pacienti s cirh6zou vykazuju vieobecne vacsie riziko beznych, ako
aj oportunnych infekcif. Toto riziko sa este zvysuje u hospitalizovanych
pacientov, u ktorych méze dosahovat az 34 % oproti 7 % v beznej po-
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puldcii hospitalizovanych pacientov. Infekcie u cirhotickych pacientov
zodpovedaju za priblizne 30 % umrti v ich skupine (11).

Priznaky invazivnej aspergilézy su vseobecne nespecifické, tak isto ako
aj biochemické markery zapalu, ako Greaktivny protein a prokalcitonin. Na
moznost tejto infekcie upozorni zvacsa az negativna odpoved na antibio-
ticku terapiu (13). Medzi zakladné metddy, ktoré sa uplatriuju v diagnostike
invazivnej aspergildzy na zéklade revidovanych odporucani IDSA (Infectious
Diseases Society of America) z roku 2016, patri simultanne histopatologické
a kultiva¢né vysetrenie vhodnych vzoriek, ktoré je v urcitych pripadoch
doplnené molekuldrnymi vysetrovacimi metdédami. Rutinne sa vyuZiva
detekcia dvoch mykotickych biomarkerov, a to detekcia antigénu galak-
tomananu zo séra alebo bronchoalveoldrnej lavéze, pripadne detekcia
antigénu (1-3)-beta-D-glukdnu. Monitorovanie sérovych hodnét antigénu
galaktomananu sa moze tieZ vyuzit na sledovanie pacientovej odpovede
na terapiu (13, 14, 15). Dolezitd skupinu v rdmci skorej diagnostiky pred-
stavuju zobrazovacie techniky. Odportca sa CT vysetrenie pltc, vzdy ked
je pritomné klinické podozrenie na invazivnu aspegilézu, bez ohladu na
vysledky réntgenologického vysetrenia. Pouzitie kontrastu v rdmci CT sa
odporica, len ak sa podozrivé loziskd nachddzaju v blizkosti vacsej cievy.
Invazivna aspergildza sa v plicach najcastejsie prezentuje pritomnostou
viacpocetnych makronodulov (zatienenia, ktorych priemer je viac ako 1
cm), ¢astd je tieZ pritomnost tzv. ,halo” znaku, ked sa okolo makronodulu
zobrazuje kruhové hmlisté zatienenie. Okrem toho mézu byt pritomné
mnohé dalsie nespecifické zmeny, ako napriklad lézie charakteru infarktu,
kavitarne 1ézie, tzv. ,air-crescent” znak (pritomnost vzduchu tvaru polmesia-
ca vo vnutri nodulu), pleurdiny vypotok alebo zhluk malych nodulov (14, 16).

Co sa tyka aspergildzy centralnej nervovej ststavy, moze sa prezento-
vat akitnym nastupom loZiskového neurologického deficitu, vznikajiceho
v désledku cievnej alebo rozpinajucej sa [ézie. Medzi dalsie ¢asté symptod-
my patri zmena vedomia, bolest hlavy, vracanie, hemiparéza, dysartria,
letargia a zachvatové stavy. Na jej diagnostiku sa odportc¢a MRI vysetrenie,
pri ktorom sa vacsinou aspergilové abscesy javia ako hypointenzné loziska
pri T1 vdZenom obraze s nepritomnym alebo minimélnym zvyraznenim
postkontrastne, ktoré sa dava do suvisu s rozsahom okolitého zapalu. Pri
T2 véZzenom obraze su 1ézie va¢sinou olemované prstencom nizkej inten-
zity spésobenym scasti krvacanim, s¢asti pritomnostou zeleza, magnézia
a mangdanu v mykotickych loZiskdch a hustym usporiadanim hyf na peri-
férii lozisk. Krvacanie sa v loZiskach zobrazuje v asi 25 % pripadov (17, 18).

Zaver

Invazivna aspergiléza byva vzhladom na skutocnost, Ze cirhdza ne-
patri medzi klasické rizikové faktory jej vzniku, ¢asto poddiagnostikovana.
Najcastejsie byvaju postinnuti pacienti v pokrocilom stadiu cirhdézy pecene
alebo pacienti s akitnym pecenovym zlyhanim. Klinické priznaky su cas-
to nevyrazné, kultivacné vysetrenia poskytnu len limitované informacie
a zobrazovacie diagnostické metodiky su zvacsa nespecifické. Mortalita
nelie¢enych pacientov s invazivnou aspergilézou je vysoka. Pricinou smrti
byva najcastejsie generalizovand aspergildza a postihnutie CNS. Zaradenie
cirhotickych pacientov medzi rizikové skupiny tejto infekcie méze dopomadct
k jej v¢asnejsej diagndze a adekvatnej liecbe, co modze viest k znizeniu mor-
tality v dosledku aspergilovych infekcii u tychto pacientov (19, 20).
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