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RESUMEN

Introduccién: Haemophilus influenzae tiene como hébitat el aparato respiratorio humano.
No existe vacuna contra la variante no tipificable (NTHi) de este, por lo que se ha mostrado
una tendencia al incremento de casos en los Ultimos afios. La patogenicidad de NTHi se
debe a su habilidad para formar biofilms, por lo que se pretende analizar mecanismos de
destruccion del biofilm formado por NTHi. Metodologia: Se realizé una revision bibliografica
mediante consultas en las bases de datos, Hinari, MEDLINE y el motor de busqueda Pub-
Med. Se tomaron en consideracién articulos originales, ensayos clinicos y articulos de revi-
sion bibliogréafica dando prioridad a aquellos publicados en los dltimos 5 afios. Desarrollo:
NTHi tiene la capacidad de formar biofilms por medio de proteinas del pili y elementos esta-
bilizadores del ADN extracelular, entre los mas importantes estan: DNA BlI, pili tipo IV, Nu-
cleasa extracelular 2019 y adhesinas de alto peso molecular. El uso de chalconas, EDTA y
ADN como quelante de cationes, antisueros contra DNBII y maquinaria luxS mas anticuer-
pos contra Pili IV han demostrado que pueden ser Utiles para la erradicacion del biofilm.
Conclusion: Se proponen dos tratamientos novedosos que podrian contribuir en la elimina-
cion del biofilm formado por NTHi, uno es el uso de EDTA vy otro los anticuerpos dirigidos a
proteinas esenciales en la formacion y adhesion del biofilm. Es necesario profundizar en
otros estudios con estas propuestas terapéuticas para determinar su uso en el area clinica
en un futuro.

ABSTRACT

Introduction: Haemophilus influenzae has the human respiratory system as habitat. There's
no vaccine against the non-typeable group (NTHi), as a consequence there has been an
increase in the number of cases in the past few years. The pathogenesis of NTHi is caused
by its ability to form biofilms, for this reason we pretend to analyze the destruction mecha-
nisms of biofilms formed by NTHi. Methodology: A review was made using the databases
Hinari, MEDLINE and PubMed. Original articles, clinical trials and reviews that had been
published in the last five years were taken in count. Results: NTHi has the capacity to form
biofilms through pilus proteins and extracellular DNA stabilizers; among the most important
we have: DNA BIl, type IV pilus, 2019 extracellular nuclease and adhesins of high molecu-
lar weight. The use of chalcone, EDTA, DNA as cation chelant, antiserum against DNA BII
and luxS plus antibodies against Pili IV has shown potential to eradicate biofilms. Discus-
sion: Two new treatments, that could contribute to the removal of biofilms formed by NTHi,
are proposed: one of them is the use of EDTA and the other one is the use of antibodies
against essential proteins that the bacteria uses in the formation and adhesion of biofilms.
Never the less, it is necessary to deepen more in studies about these therapeutic alternati-
ves to determine their use in the clinical area in the future.

REVISTA ANACEM 22



INTRODUCCION

Haemophilus influenzae es un cocobacilo Gram negativo cuyo ha-
bitat principal es el aparato respiratorio del ser humano. Las espe-
cies de Haemophilus influenzae se dividen en dos grupos en base
a la ausencia o presencia del polisacéarido de capsula: tipificable o
no tipificable (NTHI). En la actualidad, la variante mas estudiada
corresponde al serotipo B del grupo tipificable, para el cual inclu-
so existe una vacuna que ha mostrado ser efectiva y ha permitido
la disminucion del numero de casos; sin embargo, la ausencia de
vacuna contra el grupo no tipificable permite que se sigan identifi-
cando casos, incluso mostrando una tendencia al incremento en
los dltimos afios (1).

La recurrencia y cronicidad de las infecciones provocadas por
NTHI han sido asociadas con su capacidad para la formacion de
biofilms. Esto provoca la adherencia de un gran nimero de bacte-
rias, incluso de otras especies, dando lugar a una estructura dificil
de erradicar la cual empeora el curso clinico de la infeccion, favo-
reciendo incluso la diseminacion hacia la via respiratoria inferior.
Las patologias observadas mas frecuentemente por NTHI son oti-
tis media, sinusitis, neumonia, conjuntivitis, exacerbacion de los
pacientes con enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC) y
empeoramiento de los pacientes con fibrosis quistica (2).

EINTHI posee distintas estructuras moleculares no observables en
el grupo de los tipificables, que se sospecha juegan un papel fun-
damental en la formacion del biofilm. Dentro de estas se encuen-
tran las adhesinas de Alto Peso Molecular (HMW) responsables de
la adherencia de la bacteria a las células epiteliales humanas, el
ADN extracelular (eADN) que se considera puede ser asimilado y
producir proteinas que favorezcan la interaccion con las células
humanas, la proteina DNABIII encargada de estabilizar el ADN
exégeno y transmitirlo, y los pilis de tipo IV que favorecen la adhe-
sion entre una y otra bacteria (1,3). Ademas del eADN, se han re-
portado al &cido sidlico (Neu5Ac) vy la fosforilcolina14 como 2 com-
ponentes lipooligosacaridos (LOS) importantes de NTHi en la for-
macion del biofilm (4).

Se sospecha de otros factores de virulencia implicados que aun
no han sido aislados. Por ejemplo, se describe la existencia de
una molécula que inhabilita las capacidades de supervivencia de
macréfagos por periodos prolongados, la cual disminuye la capaci-
dad de respuesta del sistema inmune contra el patégeno. Es de-
cir, que existirian multiples factores descritos y no descritos impli-
cados en la formacion del biofilm, por lo que la descripcién de po-
sibles estrategias para la interaccion con estos factores y la des-
truccion de esta estructura pudieran facilitar la resolucion clinica
de las enfermedades producidas por este patdgeno (5).

Por lo tanto, los objetivos de esta revision son mostrar qué meca-

nismos bacterianos promueven la formacion del biofilm y que mé-
todos permiten, en la actualidad, destruirlo.
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METODOLOGIA

Se realizé una busqueda bibliografica de publicaciones cientificas
internacionales, mediante consultas en las bases de datos, Hinari,
MEDLINE y el motor de busqueda PubMed; en los cuales se ejecu-
té una busqueda de lista de términos en el tesauro MeSH tomando
en cuenta los operadores booleanos. Las palabras claves utiliza-
das fueron “Haemophilus influenzae”, “NTHi”, “biofilm”, “biofilm
destruction”, “NTHi treatment” y distintas combinaciones de las
mismas. Se tomaron en consideracion articulos originales, ensa-
yos clinicos y articulos de revisiéon bibliogréafica relacionados con
el tema propuesto evaluando su calidad mediante el anélisis de la
variabilidad, fiabilidad y validez de estos, estableciendo prioridad
en fuentes con vigencia de publicacién menor a 5 afios. Los crite-
rios de inclusién y exclusion para la elecciéon de un articulo fueron
los siguientes:

Criterios de inclusion:
- Articulos originales, revisiones bibliogréaficas, casos clinicos.

- Tematica principal: H. influenzae no tipificable o destruccion
de biofilms.

- Resultados coherentes con bases tedricas.
- Informacion relevante sobre biofilms por H. influenzae.

- Articulos publicados en inglés o en espafiol.

Criterios de exclusion:

- Divulgacion cientifica, articulos no publicados en revistas
cientificas.

- Antigledad mayor a 15 afos.
- Temaética principal: H. influenzae tipo B.
- Informacion irrelevante sobre H. influenzae.

- Informacién de otras bacterias distintas a H. influenzae, no
relacionada con la formacién o destrucciéon de biofilms.

En caso que los articulos cumplieran con los criterios de inclusion,
estos se guardaban en un gestor bibliografico (Zotero) y se anali-
zaban y lefan criticamente. Los articulos utilizados por ser los mas
relevantes fueron 30 de un total de 46 articulos encontrados.

DESARROLLO

Mecanismos que favorecen la formacion del biofilm en NTHi

El Biofilm es un agregado caracteristico de bacterias que se recu-
bren en capas adhesivas de matriz extracelular las cuales son pro-
ducidas por las mismas bacterias. Evolutivamente esta estructura
confiere ventajas en la supervivencia de los microorganismos, por-
que permite la evasion de multiples mecanismos de defensa inmu-
ne y del tratamiento con antimicrobianos tradicionales; caracteristi-
cas por las cuales estas bacterias producen infecciones crénicas
y de dificil manejo. (Fig. 1) Dentro de los patdgenos productores
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Figura 1. Formacién de biofilm: NTHi recluta a los neutréfilos que
contribuyen en la formacién del biofilm. Esto se da por el proce-
so de quimiotaxis que ocurre por liberaciéon de mediadores y cito-

cinas (6).
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Figura 2. En presencia de EDTA, la biomasa del biofilm se reduce
mas de la mitad comparado con el control en el modelo estatico
y se reduce a la mitad en el modelo de flujo (14).
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de biofilms tenemos el patégeno Haemophilus influenzae no tipifi-
cable (6).

Se ha descrito a H. influenzae dentro de la flora humana normal de
la nasofaringe. Sin embargo, tiene capacidad para migrar al oido
medio donde el entorno favorece la producciéon de infeccion, en
especial para las cepas no tipificables capaces de producir infec-
ciones de larga evolucion y dificil resolucion debido a la formacion
de biofilms (7).
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Elementos clave en la formacion del Biofilm en NTHi

El biofilm puede separarse en células planténicas y matriz extrace-
lular amorfa. Los ensayos quimicos convencionales permiten con-
firmar la presencia de componentes polisacaridos, proteinicos y
eADN. Por ensayos de protedmica se detectaron dieciocho protei-
nas en el biofilm no presentes en las bacterias plantdnicas (8).

Dentro de las sustancias secretadas por las células bacterianas
para la formacion del biofilm se encuentran adhesinas, proteinas
del pili, moléculas de eADN, proteinas estabilizadoras del material
nuclear exégeno, nucleasas y otras cuya funcién es poco conoci-
da. En el caso de NTHi se han descrito en particular a las protei-
nas del pili y elementos estabilizadores del ADN extracelular como
pilares fundamentales en la formacion del biofilm (6).

La protefna DNABII funciona como eje de formacion al organizarse
en la matriz extracelular secretada por NTHi, se considera que es-
ta acompafia al material genético secretado y favorece la transfe-
rencia entre una bacteria y otra, activando de esta manera la ma-
quinaria de formacion y mantenimiento del biofilm entre bacterias.
Ademas, se ha descrito estos elementos capaces de dirigir la or-
ganizacion del biofilm, pues se enlazan entre las diferentes células
formando un eje estructural, en el cual se adhieren otros elemen-
tos que estabilizan la unién generando una “coraza” protectora de
los diferentes grupos bacterianos. De esta proteina se han caracte-
rizado dos porciones, el factor de integracién al huésped (HIF) y
las proteinas similares a las histonas (HU), las cuales funcionan
como facilitadores para la adhesion a elementos del microentorno
humano y estabilizar el material genético exégeno respectivamen-
te (9).

Otro factor importante en el caso del NTHi, es el Pili del tipo A IV,
el cual es un polimero filamentoso con alta capacidad para la ad-
herencia, motilidad y colonizacion, siendo tal la importancia de
este factor para la formacion del biofilm que los estudios molecula-
res muestran un incremento en la expresion del gen productor de
este elemento durante la formacion del biofilm, mostrandose inclu-
SO que este incremento posee relacion con la incorporacion del
material genético exdgeno el cual es favorecido por el factor DNA-
BIl (10).

El pili 2 (P2) es una de las principales proteinas extramembranales
de H. influenzae y se comprobd mediante crecimiento de la bacte-
ria en placas de microtitulacion que la expresion de P2 fue muy
similar en bacterias plantonicas como en aquellas formadoras de
biofilm en cuanto a cantidad, inmunogenicidad y peso molecular.
Se observd, ademas, una marcada disminucion en la formacion
de biofilm con una variante isogénica de H. influenzae que no ex-
presaba P2 (11).

Otros elementos participes son la nucleasa extracelular 2019, la
cual participa en la fragmentacion del material genético y favorece
la incorporacion de éste en otras bacterias. Las adhesinas de Alto
Peso Molecular (HMW) se han reportado en 38-80% de las colo-
nias de NTHi y son responsables de la adherencia de la bacteria a
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Figura 3. A medida que el equilibrio se desplaza, la pérdida de la
IHF de la matriz induce el colapso estructural del biofilm con la
liberacién de las bacterias residentes. Las bacterias liberadas son
altamente susceptibles a anticuerpos y antibidticos (17).
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las células epiteliales humanas, permiten la adhesion firme entre
los elementos bacterianos del biofilm o factores adherentes como
la proteina E y P6 que juegan un papel en adherencia al biofilm,
aunque pudieran jugar un papel méas importante, pero se descono-
ce hasta la fecha. Es destacable en el caso de estas cepas la par-
ticipacion de los cationes divalentes ya que estos contribuyen a la
formacion del biofilm estabilizando los componentes de la matriz
al permitir la formacion de interacciones iénicas cruzadas que fijan
y vuelven més resistentes los elementos adheridos, siendo en parti-
cular la presencia de cationes divalentes los inductores de este
efecto (12).

Uso del acido etilendiaminotetraacético y chalconas como inhi-
bidores de la formacion del biofilm

Se investigd la accion de chalconas (cetona aromatica) en la inhibi-
cion de biofilm de NTHi. La chalcona 8, modificada quimicamente,
mostré una excelente accion inhibitoria cualitativamente como
cuantitativamente. Se probd contra diferentes cepas de NTHi que
forman potentes biofilm. Su efecto inhibitorio no es antimicrobiano,
sino que afecta directamente los pasos de la formacién del bio-
film. Es decir, que no provoca la muerte bacteriana, sino que fun-
ciona como agente antiadherente interviniendo en las primeras
etapas de formacion del biofilm y en la formacién de nuevos bio-
film por bacterias que buscan colonizar nuevos tejidos. Una carac-
teristica remarcable es su baja toxicidad en células humanas aun
a concentraciones activas (13). In vitro se demostré que los dife-
rentes cationes inducen diferentes respuestas. De esta manera,
los cationes como Fe, Mn y Zn, inhiben la formacién del biofilm;
mientras que cationes como el Ca y el Mg (sobre todo este Ultimo)
inducen la formacion del biofilm, incluso a concentraciones séri-
cas normales en el ser humano. Se ha planteado el uso de quelan-
tes como el acido etilendiaminotetraacético (EDTA), que secuestra-
ria los cationes e impedirian la formacién del biofilm. Incluso se ha
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observado in vitro, que el tratamiento de antibiéticos coadyuvado
con EDTA para la eliminaciéon de un biofilm de H. influenzae no
tipificable, ha sido muy favorable (Fig. 2) (14).

Por otro lado, estudios realizados en P. aeruginosa en los que se
utilizé grandes cantidades de ADN como quelante de cationes,
mostraron el mismo efecto que el uso de EDTA en biofilms forma-
dos por NTHi. EI mecanismo propuesto fue que se inhibe el creci-
miento bacteriano ya que el ADN secuestra los cationes de Mg y
Ca; varios genes que se relacionan con la formacion del biofilm en
P. aureuginosa, estan controlados por estos dos cationes. La utili-
zacién de esta técnica en P. aeruginosa permitié que se pudiera
estudiar en NTHi como una alternativa terapéutica en el control de
las infecciones por NTHi. Este resulta un mecanismo interesante y
es motivo de estudio en NTHi para lograr erradicar el biofilm (15).

Utilizacidon de anticuerpos monoclonales contra las proteinas
DNABII para la destruccion del biofilm

Las proteinas DNABII se dividen en factor de integracion del hués-
ped (IHF) y la proteina similar a histona (HU). Estas proteinas han
sido blanco importante para diferentes tratamientos que tienen
como objetivo la destruccion del biofilm (Fig. 3) (16).

Escherichia coli posee las proteinas IHF y HU en funcién al supe-
renrrollamiento del DNA. La utilizacién de antisueros contra un
miembro de la familia de las proteinas DNABII de E.coli interrumpe
rapidamente la formacion de la sustancia polimérica extracelular
(EPS) de los biofilms (17).

La utilizacion del antisuero policlonal dirigido contra la proteina
IHF de E. coli (anti-IHF E. coli) en las cepas de NTHi produce un
colapso en el biofilm, ya que se ha manifestado in vitro que la utili-
zacioén de anti-IHF E. coli captura las proteinas DNABII que se en-
cuentran en estado “off” es decir cuando no estan asociadas con
el eDNA de la EPS. Esta accion induce un cambio de equilibrio
que causa el retiro de proteinas adicionales DNABII de la matriz
del biofilm como por ejemplo aquellos que estan en estado “on”
es decir, asociados con eDNA de la EPS; causando asi el colapso
estructural de la matriz biofilm con la liberacion de la bacteria. Las
bacterias liberadas fueron de 4-8 veces mas sensibles a distintos
antibioticos (18,19).

Utilizacién de anticuerpos contra la subunidad mayoritaria de
pili tipo IV de manera dependiente de la maquinaria LuxS para
la destruccion del biofilm

El Pili tipo IV (Tfp por sus siglas en inglés) son polimeros filamento-
s0s conocidos por tener un rol en la adherencia, competencia, mo-
tilidad y colonizacién. NTHi contiene un pili tipo IV multifuncional,
este es expresado por un pequefio juego de genes que es casi la
mitad de los que se encuentran en otro tipo de bacterias que ex-
presan Tfp de forma similar. Las funciones antes mencionadas del
Tfp hacen que la expresion de este (que se encuentra aumentada
al momento que NTHi comienza a formar el biofilm) logre que se
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forme un biofilm estable, de buena arquitectura y de gran espesor
(20).

El proceso de la formacion del biofilm implica una maquinaria celu-
lar que induce, mantiene y propaga la biopelicula. La maquinaria
LuxS se utiliza como coadyuvante para los anticuerpos dirigidos
contra la subunidad mayoritaria de pili tipo IV ya que es un antago-
nista en el proceso de mantener y propagar el biofilm por ser un
sistema de quoérum sensing cuya funcion fisiolégica es permitir a
la bacteria separarse del biofilm (21).

La utilizacién de anticuerpos directos contra la proteina DNABII, el
factor de integracion del huésped (HIF) ha demostrado una alta
efectividad en la degradacion del biofilm formado por NTHI. La
utilizacion de anticuerpos contra la subunidad mayoritaria PilA del
pili tipo IV acompafiado de la maquinaria LuxS ha demostrado la
erradicacion temprana de la formacion del biofilm de NTHi (22).

Un anticuerpo creado en un estudio actla contra la subunidad
mayoritaria PilA del pili tipo IV que busca hacer una reaccion anti-
geno-anticuerpo para desestabilizar la estructura del biofilm y esta
alteracion provoca un aumento en la permeabilidad de este, acti-
vando asf el sistema de contra regulacién de formacion del biofilm
que induce la disgregacién del mismo en proporciones mas pe-
quefias o cumulos bacterianos. Los anticuerpos anti-pililV funcio-
nan en las bacterias que no poseen pilis mutados o la maquinaria
LuxS mutada (22).

Puesto que los anticuerpos dirigidos contra IHF son capaces de
interrumpir o erradicar significativamente las biopeliculas forma-
das por NTHI in vitro e in vivo, se sugiere que estos anticuerpos
podrian servir como nueva estrategia para hacer a los biofilms sus-
ceptibles a la terapia tradicional con antibiéticos y a los mecanis-
mos de inmunidad innata y especifica (23).

Futurotratamiento y prevencion contra Haemophilus influen-
zae no tipificable

Se ha demostrado que la destruccion del biofilm disminuye los
factores de virulencia de la bacteria. Sin embargo, esto no es la
resolucion del proceso infeccioso que se presenta. Para destruir el
patégeno se necesitan antimicrobianos de los cuales se ha descri-
to que los mas utilizados son la azitromicina que ha demostrado
tener buena actividad contra exacerbaciones agudas de enferme-
dades pulmonares obstructivas crénicas, como profilactico y co-
mo tratamiento de la infeccion. Los resultados demuestran que la
azitromicina presenta una accion bactericida intracelular, lo que
podria estar relacionado con su capacidad de penetracion de teji-
dos. Estos resultados adquieren importancia debido a que esta
demostrado que NTHi tiene una presencia intracelular importante,
sin embargo, se necesita profundizar la actividad contra los bio-
films (24). Sin embargo, una ventaja presentada por el uso de ma-
crolidos es que reducen las exacerbaciones de enfermedad obs-
tructiva crénica (EPOC) y en otras enfermedades pulmonares infla-
matorias por su efecto antiinflamatorio (25) (26). Se debe estudiar
la resistencia a ellos a largo plazo.
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Otro estudio, demostré que la utilizacion de levofloxacina y de gati-
floxacina son eficaces en la erradicacion de NTHi en cepas sus-
ceptibles y cepas resistentes a meticilina. Pero, no se ha demostra-
do su eficacia contra los biofilms. Por otra parte, el uso de ampicili-
na, cefotaxima y eritromicina no mostraron ser eficaces contra in-
fecciones provocadas por NTHi tanto resistente como sensible a
meticilina (27).

Las B-defensinas son péptidos cationes antimicrobianos del hués-
ped (AMPs) que son secretadas por las células epiteliales y su
potente actividad antimicrobiana permite que se conserve la ho-
meostasis de las barreras epiteliales (28).

En este caso, B-defensina-3 humana (hBD-3) es una AMP capaz
de eliminar bacterias Gram- negativas y positivas incluyendo NTHi
y se expresa en el oildo medio. Utilizando chinchillas se demostré
que hBD-3 es capaz de modular la habilidad de NTHi de colonizar
las vias aéreas superiores. Una alteracion en la actividad bioldgica
de esta defensina altera la homeostasis y aumenta la propagacion
de la infeccion por NTHi (28).

Una de las acciones que posee el eADN es que es capaz de se-
cuestrar los AMPs inhibiendo su habilidad para eliminar los micro-
organismos patégenos. Esto aporta mas informacion sobre como
la convivencia de factores de virulencia y moléculas de la inmuni-
dad pueden o no inhibirse entre si para aumentar la probabilidad
de la infeccién o para erradicarla (29).

Como coadyuvante a la utilizacion de antimicrobianos se ha pro-
puesto como medida de prevencién de infecciones provocadas
por este patdgeno la utilizacion de vacunas como, por ejemplo,
una vacuna contra las adhesinas HMW1-HMW2 y Hia. Otra pro-
puesta de vacuna puede ser aquella utilizada contra el Pili tipo V.
Se han realizado estudios preclinicos en los que utilizando una
forma soluble recombinante de PilA se obtiene una mejoria mas
rapida cuando ya existe la enfermedad y hay una reduccion de
complicaciones, por lo que una vacuna derivada de PilA podria
ayudar a prevenir enfermedades causadas por NTHi (16,30).

CONCLUSION

En los ultimos afios las infecciones por NTHi han crecido en ndme-
ro y en gravedad lo que ha desviado la atencién a un factor de
virulencia de gran importancia que es el biofilm. Con la destruc-
cion del biofilm se pretende liberar las células planténicas que son
susceptibles a los antimicrobianos para poder erradicar a la bacte-
ria. Las recientes investigaciones sugieren que ya existen diferen-
tes formas de destruir este biofilm; sin embargo, ain no son utiliza-
das en la préctica clinica. Esto se debe a costos de utilizacion o
produccion o se debe a que aun no han sido aprobados del todo.
Una combinacién en la utilizacion de estos destructores de biofilm
con los antimicrobianos tradicionales utilizados contra este patége-
no podria ser la clave para reducir el nimero de infecciones que
han visto su auge en los ultimos afios, siempre cuidando que la
resistencia a estos nuevos tratamientos no se desarrolle tan rapida-
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mente. Segun estas investigaciones, la clave se encuentra en in-
vestigar los distintos factores de virulencia bacterianos que pro-
mueven la formacién del biofilm de modo a identificar la forma en
que actlan y crear antagonistas capaces de destruirlos.

Uno de los tratamientos es la utilizacion de quelantes como EDTA
que tiene como diana los cationes divalentes cuya implicacion se
ha estudiado como potenciador de la formacién del biofilm al con-
ferirle estabilidad. Esta es una diana interesante y requiere futuros
estudios in vivo para comprobar su eficacia y comprender mejor el
mecanismo de accién por el cual se da la destruccién del biofilm.
Otro de ellos es la utilizacién de los anticuerpos dirigidos a protel-
nas esenciales en la formacion y adhesion del biofilm en NTHi co-
mo DNABII.

Por otra parte, los estudios en esta bacteria podrian abrir la posibi-
lidad de estudiar este tipo de terapias en otras bacterias de dificil
erradicacion o resistentes a los antimicrobianos tradicionales adap-
tdndolas a los factores de virulencia propios de cada género y es-
pecie bacterianas. Esto generaria una salida a los problemas de
resistencia bacteriana que se observan cada vez mas en los cen-
tros hospitalarios y en los diferentes pafses.
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