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Fenotipo de virulencia, multirresistencia y tolerancia a desinfectantes de un

aislado clinico de Pseudomonas fluorescens
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RESUMEN

Pseudomonas fluorescens ha surgido como patégeno oportunista multiresistente, lo que advierte un riesgo para las infecciones intrahospitalarias. El
objetivo de este estudio fue caracterizar el fenotipo de virulencia, resistencia a antibioticos y tolerancia a desinfectantes en una cepa de P. fluorescens
aislada de infeccion intrahospitalaria. La resistencia a antibioticos, los factores de virulencia(enzimas, pigmentos, elementos de movilidady estrés térmico)
y la sensibilidad a desinfectantes convencionales se determinaron por pruebas fenotipicas. La cepa de P. fluorescens mostro un potencial patogénico
adaptativo a 37 °C, caracterizado por la expresion de enzimas (hemolisina y fosfolipasa), produccion de pigmentos (pioverdina, pioacinina), movilidad por
flagelo y resistencia extendida frente a 16 antibidticos (correspondientes a ocho familias distintas). La tolerancia de P. fluorescens varid sequn el
desinfectante (P < 0.05); la solucidn de plata y el sanitizante en aerosol mostraron actividad biocida. La expresion simultanea de los factores de virulencia
y la multirresistencia de P. fluorescens a temperatura fisiologica sugieren su papel como potencial peligro nosocomial. La solucion de plata y la

aerosolizacion son propuestas como estrategias alternativas para el disefio de protocolos de sanitizacion.
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ABSTRACT

Pseudomonas fluorescens has emerged as a multidrug-resistant opportunistic pathogen, raising concerns about the risk of nosocomial infection. The study
aimed to characterize the virulence phenotype, antimicrobial resistance pattern, and disinfectant tolerance of a P. fluorescens strain isolated from a
hospital-acquired infection. Antibiotic resistance, virulence factors (enzymes, pigments, motility elements, and thermal stress). and sensitivity to
conventional disinfectants were evaluated using phenotypic assays. The P. fluorescens strain showed an adaptive pathogenic potential at 37 °C,
characterized by the expression of enzymes (hemolysin and phospholipase), pigment production (pyoverdine and pyocyanin), flagellar motility, and extended
multidrug resistance against 16 antibiotics (from eight different families). Tolerance of P. fluorescens varied by the disinfectant (P < 0.05); the silver solution
and aerosol sanitizer demonstrated biocidal activity. The simultaneous expression of virulence factors and multidrug resistance in the P. fluorescens strain
at physiological temperature suggests its potential as a nosocomial hazard. The silver solution and aerosolization are proposed as alternative strategies

for designing a sanitation protocol.
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INTRODUCCION

Pseudomonas  fluorescens (P. fluorescens) pertenece al género
Pseudomonas, un amplio grupo de bacterias gramnegativas, aerobias
estrictas y moviles. Esta especie es considerada una bacteria ambiental
debido a su rol como saprofito del suelo y del agua, o bien como microbiota
de plantas, desempenando un papel fundamental en la salud vegetal (Scales
et al., 2014; Pérez et al., 2015).

Tradicionalmente, P. fluorescens se considera una bacteria de baja
virulencia y rara vez ha sido relacionada con infecciones en hospederos
sanos (Nishimura et al., 2017). En la actualidad, P. fluorescens ha emergido
como una bacteria patdgena oportunista; su capacidad infecciosa se
manifiesta en condiciones ambientales propicias y en pacientes
inmunocomprometidos o sometidos a procedimientos médicos invasivos
(Silverioet al,2022).Parloque P. fluorescens hasido asociado como agente
de diversas infecciones nosocomiales (Scales et al., 2014). Al respecto, en
Mexico se reportaron 97 490 casos de infecciones nosocomiales en 2024
(Direccion General de Epidemiologia, 2026), cuyo agente causal no esta
definido en el sistema.

El espectro clinico de las enfermedades asociadas a P. fluorescens es
amplio y potencialmente grave (Scales et al., 2014). Su principal via de
entrada al entorno hospitalario suele ser mediante el agua, material médico
contaminado y algunos vectores. Estas rutas de transmision pueden
desencadenar infecciones del torrente sanguineo, urinarias, pulmonares,
del liquido cefalorraquideo, del liquido articular, de la piel y de los tejidos
blandos (Silverio et al., 2022). Los casos de infecciones hospitalarias por P.
fluorescens suelen estar ligados a su supervivencia en los desinfectantes y
afallos en las medidas higiénicas del entorno (Nagai et al., 2003).

El éxito de P. fluorescens como patégeno radica en un arsenal de factores
de virulencia. Entre sus principales mecanismos se encuentra la
produccion de hemolisinas, lipasas y proteasas extracelulares que

degradan los tejidos del hospedero, facilitando la invasion. La produccion

de sideroforos  (pioverdina,  enantiopiochelina,  quinolobactina,
pseudomonina, acinetobactina y anguibactina) para secuestrar el hierro es
clave para sobrevivir en el hospedero. Adicionalmente, la movilidad
mediada por flagelos permite colonizar las superficies y evadir eficazmente
la respuesta inmunoldgica del hospedero (Scales et al., 2014).

Finalmente, el manejo terapéutico de este patdégeno se ve gravemente
obstaculizado por su notable resistencia a los antibioticos: betalactamicos,
tetraciclinas, polimixinas, aminoglucésidos, fosmidomicina, fosfomicina,

quinolonasy cloranfenicol. La resistencia a antibioticos de P. fluorescens se
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ha asociado a mecanismos como las bombas de eflujo(transportadores ABC
y RND) (Silverio et al., 2025). Aunado a esto, la capacidad para formar
biopeliculas en superficies incrementa la tolerancia a los antibiéticos y
desinfectantes, lo que favorece su colonizacién y evita su erradicacion
(Briega et al., 2025).

Esta combinacion de factores de virulencia, resistencia a antibioticos y
adaptabilidad de P. fluorescens representa una amenaza para el ambito
hospitalario. Por lo tanto, el objetivo del estudio fue determinar los factores
de virulencia, el perfil de resistencia a antibi6ticos y la tolerancia a

desinfectantes, a fin de definir su papel como patégeno nosocomial.

MATERIALES Y METODOS

OBTENCION DE LA CEPA

Elestudio incluy6 una cepa de Pseudomonas fluorescens donada a la Unidad
de Investigaciones en Salud Publica “Dra. Kaethe Willms” por el laboratorio
clinico de microbiologia de un hospital publico de Culiacan, Sinaloa, México.
El aislado estudiado corresponde a un espécimen clinico de procedencia
indeterminada. La cepa fue obtenida de manera rutinaria en el laboratorio
clinico de micrabiologia a partir de un cultivo heterogéneo en agar, la cual
fue purificada y posteriormente identificada como P. fluorescens mediante
el sistema automatizado VITEK®2 GN (bioMérieux, Francia). La cepa
identificada como P. fluorescens fue donada y transportada en medio Stuart
a la Unidad de Investigaciones en Salud Publica “Dra. Kaethe Willms”, para
su purificacién en agar Luria-Bertani (LB) y preservacion en caldo LB vy
glicerol (20% v/v) a -80 °C. Para los ensayos, la cepa se cultivé en caldo LB
a 37 °C por 24 hy se crecio en agar LB. A partir del cultivo en agar LB, se
tomaron colonias y se prepar0 una suspension bacteriana a una

concentracion estandar de 0.5 en la escala de McFarland (1.5 x 108 UFC/mL).

RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS

El perfil de resistencia a antibitticos se realiz6 mediante las pruebas de
susceptibilidad antimicrobiana utilizando el sistema automatizado VITEK®
(bioMérieux, Francia) con la tarjeta AST-N (AST-N401), que contiene 16
antibioticos, y el método de antibiograma por difusion en disco con 12
antibioticos, bajo los rangos de concentracion estandarizados por el
fabricante (Clinical and Laboratory Standards Institute, 2020). La Figura 1
muestra el panel de los antibioticos evaluados para cada técnica. El sistema
VITEK® excluye la evaluacion de cuatro antibidticos (ampicilina/sulbactam,
ertapenem, fosfomicina y nitrofurantoina) y la enzima BLEE (B-lactamasa

de espectro extendido), debido a la ausencia de criterios de interpretacion
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Figura 1. Perfil de resistencia a antibidticos de la cepa de P. fluorescens.

Los resultados del fenotipo de resistencia a antibioticos se presentan conforme al sistema

automatizado VITEK® (a), al antibiograma (b) y al perfil de resistencia a antibioticos integrado por ambos métodos (c). En los ejes de los graficos, la expresion del fenatipo de

la cepa de P. fluorescens se codifica como: (1) para la resistencia al antibictico, (-1) pa
VITEK® debido a la falta de criterios de interpretacion dadala falta de eficacia clinica.
entre paréntesis. La leyenda de colores indica la clase de antibiéticos.

derivados de la falta de eficacia clinica. La suspension bacteriana
estandarizada (0.5 McFarland) fue utilizada para la realizacion de ambas
pruebas, y los ensayos se llevaron a cabo siguiendo los protocolos
estandarizados del fabricante (bioMérieux) o CLSI (Clinical and Laboratory
Standards Institute, 2020) para el sistema automatizado VITEK® y el
antibiograma, respectivamente. Los resultados fueron interpretados con
los valores de CMI (concentracion minima inhibitoria) con el software
automatizado del VITEK®2 y con los valares del halo de inhibicion (medidos

enmm)en el antibiograma. La clasificacion de los aislados de P. fluorescens
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ra la susceptibilidad al antibitico y 0 para los antibiaticos (*) no evaluados por el sistema
Los valores de la CMI(ug/mL)y la concentracion(ug/mL)de los antibidticos se especifican

como susceptibles (S). intermedios (I) o resistentes (R) se basé en los
lineamientos establecidos para CIM y halos por el Comité Europeo de
Evaluacion de Susceptibilidad Antimicrobiana (European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing , 2020) y el Instituto de Estandares

Clinicos de Laboratorio(Clinical and Laboratory Standards Institute, 2020).

CARACTERIZACION DE LOS DETERMINANTES DE VIRULENCIA
Para la evaluacién de los determinantes de virulencia se incluyeron las

pruebas de produccion de pigmentos (piocianina y pioverdina), enzimas
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(hemolisina, proteasa y fosfolipasa) y estructuras de movilidad (flagelos y

pili tipo IV).

PRODUCCION DE PIGMENTOS

La suspension bacteriana estandarizada (0.5 McFarland) se sembrd
utilizando un hisopo estéril sobre la superficie de agar King Ay agar King B
para determinar la produccién de piocianina (pigmento azul) y pioverdina
(pigmento verde-amarillo), respectivamente. Las placas se incubaron a 37
°C por 24 h. Posteriormente, la produccion de pigmentos en los cultivos
King Ay King B fue inspeccionada visualmente con luz visible y luz UV (366

nm), respectivamente (Edward et al., 2023).

PRODUCCION DE ENZIMAS

La suspension bacteriana estandarizada (0.5 McFarland) se sembrd
utilizando un hisopo estéril sobre superficies de agar sangre al 5%, agar
leche desnatada y agar yema de huevo al 5%, para determinar la produccidn
de hemolisinas, proteasa alcalina y fosfolipasa C, respectivamente. Todos
los cultivos se incubaron a 37 °C por 24 h. La formacion de un halo
translucido alrededor del crecimiento microbiano evidencia la produccion
de los determinantes de virulencia. El fenotipo de hemaolisis se clasifico

como a (halo verdoso), B (halo claro) o y (sin halo)(Moursi et al., 2025).

ESTRUCTURAS DE MOVILIDAD

El ensayo de estructuras de movilidad incluyé las pruebas de natacion
“swimming’, enjambre “swarming”y contraccion “twitching’ para determinar
la expresion de flagelos (unipolares o peritricos), hiperflagelacién y pili tipo
IV, respectivamente. Para evaluar la movilidad natatoria, un indculo de 5 uL
de la suspension estandarizada (0.5 McFarland) se colocé (en el centro)
dentro de las placas con agar semis¢lido de caldo Luria-Bertani (LB)
suplementado con 0.3% p/v de agar. Para la prueba de enjambre, se
colocaron (en el centro) 5 L de la suspension estandarizada sobre la
superficie del medio nutritivo suplementado con 0.5% p/v de agary 0.5%
p/v de D-Glucosa. Para la movilidad de contraccion, se inocularon 5 pL de la
suspension estandarizada en el medio LB suplementado con 1.0% p/v de
agar, de modo que la punta de la puntilla tocd la interfaz agar-placa. El
didmetro (en mm) de la zona de crecimiento se midié tras 24 h de
el &rea total de crecimiento

incubacion. Para considerarse movil,

bacteriano debe ser = 20 mm’(de Sousa et al., 2023).
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SUPERVIVENCIA A 37°CY 42°C

Se inocularon alicuotas de caldo LB con 100 pL de la suspension bacteriana
estandarizada (0.5 McFarland), y las muestras se incubaron a 37 °C y 42 °C
durante 24 h. El crecimiento se determino cualitativamente por inspeccion

visual de la turbidez de los cultivos (Procop et al., 2019).

TOLERANCIA A DESINFECTANTES

Para la evaluacion de la tolerancia a desinfectantes se utilizd la prueba de
difusion en pozo(Hossain et al., 2024). En placas con agar Mueller-Hinton se
inoculd una suspensién estandarizada de la bacteria (0.5 McFarland)
utilizando un hisopo esteril, garantizando la cobertura completa de la placa.
Luego, las placas se dejaron secar a temperatura ambiente por 30 min. En
cada placa, se hicieron seis pozos equidistantes de 7 mm de didmetro
utilizando el extremo opuesto de una puntilla estéril. Posteriormente, enlos
pozos se anadieron 50 L de los desinfectantes utilizados
convencionalmente: hipoclorito de sodio (NaOCI) 1000 ppm, plata coloidal
(Ag), sanitizante en aerosol (etanol/isopropanol en gas transportador sin
concentracion especificada), desinfectante arganico (acido citrico al 0.21%
v/v)y solucion de etanol al 70% v/v. Adicionalmente, se colocaron alicuotas
de 50 pL de solucion salina 0.85% o como control negativo de la inhibicion
del crecimiento microbiano. Las placas se incubaron a 37 °C por 24 h.
Posteriormente, los halos fueron medidos con unareglay se calculé la zona
de inhibicidn (Z0l) con la siguiente ecuacion:

Z0I = halo de inhibicion (mm) — halo del pozo (mm) (1)

ANALISIS ESTADISTICO

Los datos se analizaron mediante el programa estadistico Microsoft Excel
version 16.109. Se realizo un anélisis de ANOVA para el ensayo de tolerancia
a desinfectantes. Las diferencias entre las medias de los tratamientos se
determinaron mediante la prueba de comparacion multiple de Tukey. Un

valor de P < 0.05 se considerd como nivel de significancia.

RESULTADOS Y DISCUSION

RESISTENCIA A ANTIBIGTICOS

Los resultados obtenidos mediante el sistema VITEK® (Figura 1a) y
antibiograma  (Figura 1b) demostraron una concordancia vy
complementariedad en los fenotipos de resistencia, lo que permitio la
construccion de un perfil de resistencia a antibioticos confiable y robusto.
La cepa de P. fluorescens mostro un perfil de multirresistencia que incluy

16 antibidticos pertenecientes a ocho familias diferentes (Figura 1c).
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La cepa de P. fluorescens puede considerarse como una bacteria de
multirresistencia extendida, lo que representa un tema relevante para la
salud publica. Nuestros resultados coinciden con los estudios previos que
describen la robustez de los perfiles de resistencia a antibidticos en
aislados clinicos y ambientales de P. fluorescens (Silverio et al., 2025,
Syamimi et al., 2025). La resistencia simultanea a ocho familias distintas de
antibioticos en la cepa de P. fluorescens puede atribuirse a mecanismos de
resistencia intrinseca, adquirida o adaptativa en respuesta a la presion
selectiva del entorno de origen (hospitalario). Entre los mecanismos
intrinsecos que posee Pseudomonas para desarrollar resistencia, estan las
bombas de eflujo, la baja permeabilidad de la membrana celular y la
produccion de enzimas hidroliticas especificas. Ademas, se considera que
la adquisicion de elementos genéticos moviles (plasmidos o integrones)
representa un mecanismo de resistencia frecuente para este género
(Silverio et al., 2022; Silverio et al., 2025; Syamimi et al., 2025).

La supresion automatica de resultados en el sistema VITEK® de ciertos
antibioticos tiene implicaciones clinicas, metodoldgicas y terapéuticas
relevantes. Se ha documentado que Pseudomonas exhibe resistencia a
ampicilina/sulbactam debido a la presencia del gen cromosomico Amp que
codifica la enzima hidrolitica de la ampicilina (Glen y Lamont, 2021).
Asimismo, la resistencia a ertapenem, fosfomicina y nitrofurantoina se
atribuye a un efecto de barrera debido a la pérdida de la porina OprD
(Maczynska et al., 2023), la ausencia de los sistemas de transporte activos
(GIpT y UhpT)(Castaneda-Garcia et al., 2009), y la sobreexpresion de bombas
de expulsion activa (MexAB-OprM y MexCD-OprJ) (Morita et al., 2014),
respectivamente.

Este comportamiento de Pseudomonas confirma que laresistencia a dichos
antibioticos es de naturaleza intrinseca, lo que descarta su evaluacion en la
rutina clasica, y cualquier resultado debe interpretarse con cautela. En este
sentido, los antibidticos ampicilina/sulbactam, ertapenem, fosfomicina,
nitrofurantoina y la enzima BLEE no fueron considerados para integrar el
perfil completo de resistencia a antibioticos de la cepa de P. fluorescens,
pero se sugiere la potencial resistencia natural a ellos.

La cepa de P. fluorescens presenta un perfil de multirresistencia que
plantea retos para el control de la bacteria y el tratamiento de las
infecciones. La resistencia a 16 antibiéticos (ocho familias diferentes)
restringe las opciones de los esquemas terapéuticos(Gershman et al., 2008;
Wong et al., 2011). Desde un punto de vista molecular, debe estudiarse la
capacidad de adaptacién de Pseudomonas frente a los antibioticos, con la

finalidad de disenar esquemas terapéuticos idoneos, preservar el uso de los
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antibidticos y contribuir a la vigilancia epidemioldgica (Fernandez-Billon et
al., 2023).

DETERMINANTES DE VIRULENCIA

La cepa de P. fluorescens mostré un potencial patogénico adaptativo a 37
°C constituido por la expresion de las enzimas hemolisina (B-hemolitica) y
fosfolipasa, pigmentos (pioverdina, pioacinina) y movilidad por flagelo
(Figura 2). La expresion de proteasas y los otros elementos de movilidad
(hiperflagelacion y pili tipo IV) no fueron observados a 37 °C, y tampoco se
observo crecimiento de la cepa a 42 °C.

Se identificaron algunos de los factores de virulencia que posee y expresa
la cepa de P. fluorescens mediante los ensayos fenotipicos. La expresion
simultanea de los elementos de movilidad, los pigmentos y las enzimas a
temperatura corporal (37 °C) permite sefalar que la cepa posee los
elementos clave para establecer el ciclo patogénico en el hospedero:
adherencia, propagacion, colonizaciony dafno celular (Scales et al,, 2014). La
literatura ha discutido acerca de la presenciay la funcion de estos factores
de virulencia que permiten definir el papel de P. fluorescens como saprofita
0 patdgeno oportunista(Scales et al., 2015; Wang et al., 2021; Silverio et al.,
2025). No obstante, el nulo crecimiento de la bacteria para sobrevivir a 42
°C compromete su habilidad para tolerar el estrés térmico del cuerpo
humano febril, a diferencia de P. aeruginosa, que desarrolla mecanismos
adaptativos (Robinson y Goldberg, 2026).

En la literatura se ha descrito que las cepas ambientales de P. fluorescens
suelen mostrar una expresién atenuada de los factores de virulencia a > 30
°C debido a su naturaleza psicrofila (Donnaruma et al., 2010). No obstante,
la capacidad de nuestra cepa para mantener activos algunos determinantes
y la movilidad por flagelos (swimming) a temperatura corporal humana (37
°C)indica la adaptacion y plasticidad de la bacteria para comportarse como
patogeno oportunista, como se ha descrito previamente (Madi et al., 2010;
Scales et al., 2014).

TOLERANCIA A LOS DESINFECTANTES

La sensibilidad de la cepa de P. fluorescens depende del desinfectante
evaluado (F = 44.57; P < 0.05); la solucion de Ag y el sanitizante en aerosol
inhibieron el crecimiento microbiano (Tabla 1).

A pesar de los robustos perfiles de resistenciay virulencia descritos, la cepa
mostro sensibilidad a ciertos desinfectantes (Ag y sanitizante en aerosol).
Este comportamiento de la bacteria descarta una resistencia cruzada entre

los antibidticos y los desinfectantes utilizados. No obstante, Sousa-Silva et
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al. (2018) han sefialado que el incremento de la resistencia a antibioticos
puede potenciar la reduccion de la sensibilidad a desinfectantes, la

resistencia adaptativa y la persistencia de biopeliculas en P. fluorescens.

Piocianina  Pioverdina

Hemolisina Fosfolipasa

Fenotipo
(=]

Factores de virulencia

24

37°C

Los compuestos quimicos mas utilizados para los desinfectantes son el
amonio cuaternario, el peroxido de hidrdgeno, el hipoclorito de sodio y el
etanol (Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos , 2006). La

tolerancia y crecimiento de P. fluorescens en desinfectantes tradicionales

. Enzimas
- Pigmentos
. Sobrevivencia

Movilidad

Swimming | Swarming | Twitching

Figura 2. Perfil fenotipico de virulencia de la cepa de P. fluarescens. En los ejes de los graficos, la expresion de los factores de virulencia se codifica como: (1) parala presencia
y(-1) para la ausencia de crecimiento en condiciones de temperatura o de produccion de enzimas, pigmentos y elementos de movilidad. La leyenda de colores indica el tipo de

factor de virulencia.

han sido documentados y atribuidos principalmente a la capacidad de
formacion de biopeliculas(Merino et al., 2024; Jaouhar et al., 2025). Por otra
parte, la sensibilidad de la cepa de P. fluorescens a la solucion de Ag
concuerda con investigaciones previas que posicionan a la Ag metalica y
sus derivados nanoestructurados como potentes agentes antimicrobianos
(Salomani et al., 2017; Qassim y Almawla, 2021). Barnejee et al. (2024) han
demostrado que la plata interactua con las proteinas y el potencial de la
membrana, desnaturaliza proteinas y produce especies reactivas de
oxigeno, siendo un mecanismo disruptivo que resulta letal incluso para
cepas multirresistentes.

Por otro lado, la susceptibilidad al sanitizante en aerosol puede atribuirse a
laexposicion directa alos compuestos activos volatiles o tensioactivos que
desestabilizan la membrana celular (Huffer et al, 2011), y al efecto de
aerosolizacion que permite la difusion de la solucion en forma de finas
particulas evitando que la bacteria pueda activar respuestas de estrés
(Merino et al., 2024). Como se observa en este estudio, el tratamiento a base
de etanol solo fue eficiente en presentacion en aerosol.

La tolerancia a la mayoria de los desinfectantes evaluados (hipoclorito de

sadio, etanol y acidos organicos) permite senalar que el control de esta
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bacteria no puede abordarse con protocolos y desinfectantes tradicionales.
Estos hallazgos sugieren la incorporacion de tecnologias basadas en
soluciones de plata y sistemas de microaspersion ambiental como
estrategia para el disefo de protocolos de sanitizacion idéneos para el

control de la bacteria.

Tabla 1. Tolerancia a desinfectantes de la cepa de P. fluorescens.

Desinfectante Halo (mm)
NaOCI 1000 ppm 0.0°

Ag 10.5+3.5°
Sanitizante en aerosol 6.5+0.7°
Acido organico 0.0°

Etanol 70 % 0.0°

Los datos estan expresados como media + desviacion estandar.
Los valores que no comparten una misma letra presentan diferencias significativas
(P<0.05).

CONCLUSIONES
La expresion simultanea de los factores de virulencia y la multirresistencia
de P. fluorescens a temperatura corporal sugiere su papel como potencial

peligro nosocomial. Este hallazgo evidencia la plasticidad de la bacteria
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para adquirir estrategias de resistencia y patogenicidad que le permiten
evadir los esquemas terapéuticos convencionales y colonizar al hospedero
en su temperatura corporal habitual. La sensibilidad a ciertos
desinfectantes plantea pautas para el diseno de protocolos de bioseguridad
adecuados para el control de esta bacteria. Este estudio establece un
precedente que demanda la intervencion para la vigilancia de P. fluorescens
como peligro de infecciones nosocomiales, y el desarrollo de nuevas

estrategias para su control en las infecciones y en el entorno hospitalario.
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