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Microbiología
Reconocimiento de la variabilidad de los exoproductos de
Pseudomonas aeruginosa en medios de cultivo y en infecciones
clínicas
Fecha de recepción: 22/11/2007
Fecha de aceptación: 24/03/2008 

El objetivo de este trabajo consistió en determinar mediante immunoblotting, frente a sueros de
pacientes con diversas patologías por P. aeruginosa, la posible relación entre los exoproductos
de este bacilo en los cultivos, con los liberados durante la infección clínica. Los exoproductos de
tres cepas reaccionaron con todos los sueros, algunos exoproductos de dos cepas no
reaccionaron con ningún suero. Proteínas de PM similar al de la exotoxina A, reaccionaron con
todos los sueros. Proteínas de PM similar a la exoenzima S, no presentaron reacción alguna.
Los sueros revelaron antígenos no visibles en la electroforesis. Estos resultados sugieren que
no hay una correspondencia directa entre los exoproductos de P. aeruginosa en los medios de 
cultivo con los producidos y liberados durante la infección clínica, con lo cual  se manifiesta la
existencia de procesos regulatorios diferentes en la expresión de los mismos, ya sea en los
medios de cultivo o en los tejidos. 

Palabras Claves:Immunoblotting, Pseudomonas aeruginosa, exoproductos, variabilidad
antigénica, quorum sensing, infección clínica. 

Title
Recognition Of The Variability Of Pseudomonas Aeruginosa Culture Medium Exoproducts With 
Proteins Secreted To Tissue In Human Infection.

Abstract 
Exoproducts from cultures were compared with the molecules released during the clinical 
infection using sera from patients with different pathologies infected with P. aeruginosa. 
Exoproducts from three strains reacted with all sera, contrary to two strains which did not react 
with any sera. A protein with MW similar to Exotoxin A, was released to cultures by two strains 
that reacted with all sera tested, contrary to a protein of MW similar to exoenzyme S, that did not 
react with any of the sera tested. Sera immunoblotting revealed antigens non vis ible in the 
electrophoresis. These results suggest there is no direct correspondence between the secreted
proteins to culture of P. aeruginosa with the secreted molecules during the clinical infection,
suggesting different regulatory processes that are inducing differential expression of molecules 
in cultures or tissues of the infected host. 

Key Word 
Immunoblotting, Pseudomonas aeruginosa, exoproducts variability, quorum sensing,  clinical 
infection.
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Introducción

Pseudomonas aeruginosa es una bacteria que coloniza exitosamente una enorme diversidad de
nichos (1). Este hecho es indicativo de su gran capacidad de adaptación no común en todas las
bacterias. Es el único caso conocido de una bacteria ambiental en la que todos los aislamientos
son potencialmente patógenos para el hombre (2). Debido a ésto y a la alta resistencia natural a
distintos antibióticos y desinfectantes (3), representa un problema importante de salud en los
centros hospitalarios, donde es aislada con frecuencia de pacientes que tienen enfermedades
de base tales como: cáncer (4 ), quemaduras y heridas quirúrgicas (5), fibrosis quística (6),
infecciones urinarias (7), septicemias (8), meningitis (9), infecciones del tracto respiratorio sobre
todo en aquellos pacientes que han sido sometidos a ventilación forzada y/o instrumentación
quirúrgica (10). Durante una infección por P. aeruginosa el hospedador tiene que enfrentarse
con los factores patógenos asociados a la célula bacteriana (11,12), asÍ como a una gran
variedad de exoproductos que es capaz de sintetizar, tales como, exoenzimas, polisacáridos,
pigmentos y diversos metabolitos, cada uno de los cuales ha sido determinante en su acción
patógena sobre una variedad de estructuras y funciones celulares, ya sean de los tejidos o del
sistema inmunológico. Entre las enzimas liberadas que intervienen en la patogenia de este
bacilo encontramos la exotoxina A, enzima muy potente que además de inhibir la síntesis de
proteínas ejerce un papel inmunosupresor sobre los linfocitos B y T humanos (13, 4, 15), las
exotoxinas S y T que bloquean la transducción de señales de la célula infectada mediante su
actividad de ADP-ribosiltransferasa, y la exotoxina Y que eleva el Amp cíclico intracelular por su
actividad de adenilato ciclasa (16). La exotoxina S también interviene en la fijación bacteriana a
las células del hospedador y además tiene un papel inmunosupresor (13,17). Las proteasas de
este bacilo tienen amplia especificidad sobre sustratos que se encuentran en los tejidos del
hospedador tales como la elastina, el colágeno, la transferrina y las inmunoglobulinas (18,19),
por otra parte, tienen efecto inhibitorio sobre la respuesta inmune local proveyendo un medio
ambiente favorable para la colonización y establecimiento de la infección crónica (20,21). Las
hemolisinas de esta bacteria inducen la liberación de mediadores inflamatorios (22, 23). Otras
macromoléculas como el slime o exomucopolisacárido, tienen la capacidad de alterar
marcadamente la motilidad, la endocitosis y la formación del fagosoma en los neutrófilos
humanos normales. La glicoproteína de esta macromolécula activa la vía alterna del
complemento, suprime la respuesta de inmunoglobulina G (IgG), actúa como un mitógeno
policlonal e induce la producción de interleukinas en los macrófagos (24). Las piocinas
producidas por este bacilo incrementan la liberación de la interleukina 8, contribuyen a la
infiltración de los neutrófilos y al subsecuente daño tisular, y también inhiben el estimulo de
linfocitos T inducido por antígenos específicos (25). Estos factores no se producen
constitutivamente, su producción es regulada por diversos estímulos externos. En los últimos
años el interés en el estudio de la regulación de estos exoproductos ha aumentado
significativamente, debido a ello se pudo demostrar que la producción de algunos de estos
factores, es regulada por un sistema denominado “Quorum sensing”. El quorum sensing es el
mecanismo por el cual, una bacteria produce una pequeña molécula difusible que puede ser
detectada por los organismos que se encuentran alrededor. En P. aeruginosa y en la mayoría
de los bacilos gram negativos estas moléculas de señalización son acil-homoserin-lactonas
(AHLs). Cuando la concentración de estas moléculas aumenta por el incremento en la población
celular, su concentración intracelular alcanza valores lo suficientemente altos para inducir la
activación de los reguladores transcripcionales. Hay dos sistemas quorum sensing en P.
aeruginosa, el sistema las, el cual consiste en el sistema regulador transcripcional LasR y LasI,
esencial para la producción de la molécula-señal AHL. LasR requiere de la homoserin-lactona
para convertirse en un transcriptor activo (26,27). El otro sistema quorum sensing consiste de
RHlI y RHlR. La RHlI sintetasa produce la AHL N-butyryl-l-homoserine lactona (C4-HSL) y el
RhlR es el regulador transcripcional que regula la expresión de varios genes solamente cuando
forma un complejo con C4-HSL (28,29). Recientemente se ha demostrado el regulador QScR
que regula la transcripción de lasI y RHII (30). Este mecanismo de comunicación capacita a la
bacteria para actuar de manera coordinada en la regulación de la expresión de genes de
virulencia dándole a la bacteria una ventaja selectiva sobre las defensas del hospedador, hecho
importante en la patogénesis de este microorganismo. En un trabajo previo se describió, que en
los medios de cultivo ocurre variabilidad en la expresión de los exoproductos en distintas cepas
de P. aeruginosa aisladas de diferentes muestras clínicas (31), por lo cual se planteó investigar
la posible relación entre los exoproductos detectados en los cultivos de diferentes cepas de
Pseudomonas aeruginosa con los excretados durante la infección tisular in vivo a través de su
reacción con sueros de pacientes con diferentes patologías ocasionadas por este bacilo.
 

  

  

  

Materiales y métodos

El material de estudio estuvo constituido por exoproductos de cinco cepas de Pseudomonas
aeruginosa, aisladas de pacientes con diferentes cuadros clínicos (31). Las muestras de sangre
para la obtención de los sueros tanto de los pacientes con patología infecciosa (Tabla 1) como
de los controles sanos sin historia de infección por este microorganismo, se llevaron a cabo
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siguiendo las normas del código de Bioética y Bioseguridad del Fonacit (32).
- Immunoblotting (Inmunotransferencia).
En una primera fase se separaron los antígenos excretados en medio líquido por P. aeruginosa
(31) mediante electroforesis en gel SDS-poliacrilamida al 10%, siguiendo el método de Laemmli
(33). En el gel preparativo de un solo pozo de 7,35 cm. de largo y 1,5 mm. de ancho se colocó
en buffer de disociación, 25µl de cada muestra conteniendo 2.000 µg. de proteínas. Los
controles de Peso Molecular fueron: Albúmina bovina (66.000 D), Ovoalbumina (45.000 D),
Anhidrasa carbónica (31.000 D) y Lisozima (31.000 D) (Bio-Rad). Los pesos moleculares de las
diversas bandas proteicas fueron calculados con una curva de regresión lineal (Quantity One
Gel Documentation System-Bio-Rad). La electroforesis se realizó en un aparato Miniprotean III
(Bio-Rad), a 100 voltios y a temperatura ambiente durante un período aproximado de 3 horas.
Posteriormente se extrajo el gel, y del mismo se separó la porción que contenía los controles de
Peso Molecular y una parte de la muestra, se fijó con etanol 30%-ACoH 7% y se coloreó con
Comassie brillant blue al 0,05%. El resto del gel se usó para la transferencia de la muestra al
papel de nitrocelulosa, el cual se realizó en la cámara Mini-trans-blot de electroforesis de
transferencia (Bio-Rad). Después, se retiró el gel se coloreó con Comassie brillante blue al
0,05% para comprobar la eficacia de la transferencia. El papel de nitrocelulosa se incubó con
albúmina sérica bovina (SAB) al 3% (p/v) en solución salina 0.85% (p/v), por un período de una
hora a 37ºC. Seguidamente, se realizaron 5 lavados con buffer (Tween 20, 0,1% en PBS), por
20 minutos c/u, con agitación constante y a temperatura ambiente, se cortó el papel de
nitrocelulosa en tiras de aproximadamente 3 mm. de ancho y a cada una se le agregaron 2,5 ml.
de los diferentes sueros, diluidos a 1:50 con buffer de bloqueo (BSA 3% y Tween 20, 0,05% en
solución salina) y se incubaron durante toda la noche a 4ºC con agitación constante.
Posteriormente, las tiras se lavaron cinco veces por 20 minutos, con agitación constante con
solución de PBS al 0,1% de Tween 20, luego se incubaron con 1 ml de solución de (Fab')2
anti-inmunoglobulina humana peroxidasa (Amersham) diluída 1:500 en buffer de lavado,
durante toda la noche a 4ºC y con agitación constante. Luego se realizaron nuevos lavados en
iguales condiciones que los anteriores en 10 ml de solución salina conteniendo 5 mg. de
Diamino benzidina (Sigma), 10 ml. de peróxido de hidrógeno y 0.3 ml. de CoCl2 al 1% (p/v) en
agua destilada, por un tiempo aproximado de 5 minutos o hasta iniciarse la aparición de las
bandas, momento en que se detuvo la reacción para posteriormente tomar las fotografías.
 

  

  

  

  

  

  

Resultados

Los sueros de los controles normales, no reconocieron antígeno alguno en los exoproductos de
las distintas cepas de P. aeruginosa utilizadas en este trabajo. La figura 1 muestra el
immunoblotting de los exoproductos de P. aeruginosa aislada de un aspirado bronquial de una
paciente con infección simultánea del tracto respiratorio bajo y génito-urinario, y su reacción
frente a sueros de pacientes con diferentes patologías inducidas por este bacilo (Tabla 1).
TABLA 1.
Sueros de pacientes con patología infecciosa por Pseudomonas aeruginosa.
SUERO PATOLOGIA INFECCIOSA
 
* 1

 
.I.T.U, I.T.R Bajo

* 2 I.T.U
3 I.T.U.
4 I.T.U.
5 I.T.U.
6 I.T.R Bajo.
7 I.T.R Bajo.
8 Otitis externa.
9 Ulcera en extremo inferior muslo izquierdo
10 Ulcera en miembro inferior izquierdo.
11 Ulcera en dedo pié derecho por amputación.
12 Osteomielitis en fémur izquierdo
*13 Fístula operatoria en abdomen
14 Herida quirúrgica infectada.
15 L.A.I.
16 Cateter de hemodiálisis infectado.
17 Injerto de piel. Herida infectada.
18 Apendiceptomizado. Se aisló la bacteria de líquido peritoneal
19 Injerto cutáneo. Herida infectada
20 Absceso retroperitoneal.
21 Herida quirúrgica en abdomen.
* 22 Herida quirúrgica por absceso en cuello.
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23 Fístula en muslo izquierdo.
* 24 Úlcera leismánica infectada

 
I.T.R: Infección del tracto respiratorio; I.T.U.: Infección del tracto urinario. L.A.I.: Líquido ascítico
infectado. *Cepas de donde se obtuvieron los exoproductos.
 

Figura 1. Immunoblotting de los exoproductos de P. aeruginosa aislada de aspirado bronquial. E:
Electroforesis de estos exoproductos. Antígenos revelados: Flecha punteada y negra *Ver Tabla
1.

La línea E, representa el patrón de bandas en la electroforesis de los exoproductos en el medio
de cultivo liberados por esta cepa. En ella se evidenciaron 11 bandas con pesos moleculares
(PM) en un rango de 12.000 a 53.000 D. El patrón de bandas obtenido con el suero 1,
proveniente del paciente de quien se aisló la cepa es bastante similar a todos los sueros
ensayados, los cuales reaccionaron con la mayoría de las bandas presentes en el suero 1, sin
embargo, los sueros correspondientes a las tiras 3, 4, 8, 23 y 24 mostraron un antígeno de
15.000 D (Flecha punteada) ausente en los demás sueros y en los exoproductos de esta cepa
(E). Todos los sueros revelaron un antígeno común de 43.000 D (Flecha negra) el cual no se
observa en la electroforesis de los exoproductos en el medio de cultivo (E). La figura 2 muestra
el immunoblotting de los exoproductos de P. aeruginosa, aislada de un paciente con infección
urinaria y su reacción frente a los sueros en estudio.

 

Figura 2. Immunoblotting de los exoproductos de P. aeruginosa aislada de orina. E:
Electroforesis de estos exoproductos.  Bandas que no reaccionaron con ninguno de los sueros
(Flecha negra). * Ver Tabla 1.   

En la electroforesis se evidenciaron 13 bandas con PM entre 10.000 y 105.000 D (E). El patrón
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de reacción de los exoproductos con los diferentes sueros es similar. Las bandas de 105.000,
48.000, 38.000, 35.000 y 13.000 D no reaccionaron con ninguno de los sueros (Flecha negra),
incluyendo el suero homólogo del paciente de quien se aisló la cepa (tira 3). En todos los sueros
se detectaron bandas de 24.000 y 27.000 D, ausentes en los exoproductos de esta cepa (E). La
figura 3, muestra el immunoblotting de los exoproductos de P. aeruginosa aislada de una herida
quirúrgica en colon y su reacción frente a los sueros en estudio.

Figura 3. Immunoblotting de los exoproductos de P. aeruginosa aislada de herida quirúrgica. E:
Electroforesis de estos exoproductos. Bandas que no reaccionaron con ninguno de los sueros
(Flecha negra). Bandas reveladas (Flecha punteada) *Ver Tabla 1.

En la electroforesis de los exoproductos de esta cepa (E), se evidencian 13 bandas con PM
entre 10.000 y 52.000 D. Las proteínas de PM: 17.000, 22.000, 51.000, 52.000, 53.000 D no
reaccionaron con los sueros de los pacientes infectados. Todos los sueros revelaron un
antígeno de 21.000 D (Flecha negra), los sueros correspondientes a las tiras 2,3,4,13,14 y 15
revelaron un antígeno de 15.000 D (Flecha punteada), Estos antígenos revelados a través de
los anticuerpos no son visibles en la electroforesis de estos exoproductos (E).
La figura 4, muestra el immunoblotting de los exoproductos de P. aeruginosa, aislada de una
herida quirúrgica en cuello y su reacción frente a los sueros en estudio.

Figura 4. Immunoblotting de los exoproductos de P. aeruginosa aislada de absceso en el cuello.
E: Electroforesis de estos exoproductos. Banda revelada (Flecha punteada), Banda no reactiva
con los sueros (Flecha negra) * Ver Tabla 1
 
En la electroforesis de los exoproductos de esta cepa, se evidencian 10 bandas con PM entre
10.000 a 70.000 D (E). El patrón de reacción es bastante similar en todos los sueros ensayados,
incluyendo una banda de aproximadamente 40.000 D (Flecha punteada) que no es visible en la
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electroforesis de los exoproductos (E). Existen bandas en los sueros ensayados coloreadas
débilmente, con PM entre 21.000 y 33.000 D, las cuales están ausentes en la electroforesis de
los exoproductos (E). La figura 5, muestra el immunoblotting de los exoproductos de P.
aeruginosa aislada de una úlcera leishmánica y su reacción frente a los sueros en estudio. 

Figura 5: Immunobloting de los exoproductos de P. aeruginosa aislada de úlcera leishmánica. E:
Electroforesis de esos exoproductos. * Ver Tabla 1.

En la electroforesis de los exoproductos de esta cepa, se evidencian 9 bandas con PM entre
12.000 y 70.000 D, las cuales reaccionaron con todos los sueros. Se revelan con apariencia
difusa un gran número de bandas con pesos moleculares que oscilan entre 15.000 y 30.000 D,
ausentes en la electroforesis de los exoproductos (E).
La Tabla 2, muestra la .comparación mediante electroforesis e immunoblotting de los productos
excretados por Pseudomonas aeruginosa. En ella se resaltan aquellas bandas que no
reaccionaron con ninguno de los sueros, así como aquellas que aunque no fueron visibles en la
electroforesis, fueron revelados por los diferentes sueros señalados. Todos los exoproductos de
las cepas aisladas de aspirado bronquial, de la secreción de herida quirúrgica en cuello y de
una úlcera leishmánica reaccionaron con todos los sueros en estudio.
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Discusión

La colonización e infección por P. aeruginosa está asociada a distintos mecanismos, muchos de
los cuales aún faltan por dilucidar. Este bacilo se ha convertido desde hace algunas décadas en
uno de los principales agentes infecciosos de origen nosocomial, sin embargo, su poder
patógeno no se circunscribe solamente a las cepas aisladas en los hospitales ya que se han
encontrado cepas más virulentas en los aislamientos ambientales (34). El éxito de esta bacteria
como agente infeccioso reside principalmente en su capacidad para sintetizar y secretar una
variedad de exoproductos. Con anterioridad, se ha demostrado que algunas cepas de P.
aeruginosa aisladas de pacientes con diferentes patologías infecciosas, manifiestan variabilidad
en sus exoproductos cuando son cultivadas en medios líquidos (31), este hecho justifica su
estudio en detalle, por lo cual se planteó investigar la posible relación entre los exoproductos
detectados en los medios de cultivo de diferentes cepas de Pseudomonas aeruginosa, con los
excretados durante la infección clínica, a través de su reacción con sueros de pacientes con
diferentes patologías ocasionadas por este bacilo. Los exoproductos de las cepas aisladas de
aspirado bronquial (Figura 1), de absceso en cuello (Figura 4) y de una úlcera leishmánica
(Figura 5), reaccionaron con todos los sueros en estudio, con lo cual se evidencia que estas
proteínas sintetizadas y excretadas en los medios de cultivo también están presentes en los
tejidos de los pacientes infectados, ya que son reconocidos por anticuerpos presentes en todos
los sueros. No ocurre así con los exoproductos de la cepa aislada del tracto urinario (Figura 2),
ni con la cepa aislada de una herida quirúrgica en el colon (Figura 3). En la primera los sueros
no reaccionaron con cinco (5) bandas de PM: 13.000, 35.000, 38.000, 48.000 y 105.000 D,
visibles en la electroforesis de los exoproductos (E) y en la segunda, tampoco hubo reacción
con cinco (5) bandas de PM: 17.000, 22.000, 51.000, 52.000 y 53.000 también presentes en la
electroforesis de los exoproductos (E) (Tabla 2). Este hecho sugiere que tales proteínas,
aunque son sintetizadas y excretadas en los medios de cultivo, no parecen ser excretadas a los
tejidos en estas dos patologías estudiadas, quizás debido a que su expresión pueda ser
regulada de manera diferente en los sistemas de cultivos en relación con las infecciones in vivo.
La regulación de la expresión de factores de virulencia en diferentes nichos puede obedecer a
varios fenómenos, tales como: 1.- La inhibición que ejercen algunos antibióticos en la secreción
de los exoproductos (35). 2.- La inhibición de los sistemas Quorum sensing en la bacteria, ya
que se ha encontrado en el genoma de P. aeruginosa un gen homólogo designado como
Quorum sensing control (QScR), el cual impediría la activación de exoproductos en ambientes o
condiciones de vida celular donde los mismos no sean requeridos (30). 3.- La inhibición que
ejerce la respuesta inmune del hospedador (36). Por otra parte, la ausencia de reacción de los
sueros con la banda de 105.000 D, similar por su PM a la exoenzima S, así como otras bandas
con PM similares a algunas proteasas (Figura 2E), podría explicarse por la inhibición que
ejercen estas exoenzimas sobre la respuesta inmune local mediada por anticuerpos (37,38) y/o
por la inmunomodulación que ejercen los sistemas  quorum sensing de P. aeruginosa sobre la
respuesta inmune del hospedador (39). Todos los sueros tienen anticuerpos contra los
antígenos de pesos moleculares entre 65.000 y 70.000 D, excretados por las cepas aisladas de
un absceso en cuello y de una úlcera leishmánica (Figura 4 y 5). Dentro de este rango de pesos
moleculares se encuentra la exotoxina A (66.583 D), por lo cual, se podría sugerir que todas las
cepas sintetizan y excretan esta enzima en el proceso infeccioso, sin embargo, en estas
condiciones de cultivo, las cepas aisladas de aspirado bronquial, de orina y de una herida
quirúrgica en colon, no parecen sintetizar esta enzima, ya que no se evidencian en las
electroforesis (Figura 1E, 2E, 3E), ni son reveladas por ninguno de los sueros en el
immunoblotting (Figuras 1,2,3). Una razón podría ser por que su producción sea en
concentraciones muy bajas que no puedan ser detectadas por estos métodos, aunque el
immunoblotting es muy sensible y puede detectar antígenos en el rango de nanogramos.
Tampoco podemos descartar la inhibición de su producción en determinados ambientes, ya que
en algunas cepas, tanto la producción de exotoxina A como la de otras proteínas totales
extracelulares, podría inhibirse por diferencias en la inducción de las enzimas por substratos o
moléculas diferentes (40). Las fuertes reacciones de los sueros observadas con las bandas de
24.000 y 27.000 D (Figura 2), de 15.000 y 21.000 D (Figura 3), con antígenos que no fueron
visibles en las electroforesis de los exoproductos de ambas cepas (E), podría deberse a la
presencia de glicoproteínas con una porción peptídica no teñida con Coomasie Blue (R-250), y
la amplificación de este epítope por la reacción con los anticuerpos facilitó su detección. En
todas las figuras se revelaron bandas con poca resolución que no aparecen en la electroforesis
de los exoproductos (E). Esta imagen en el immunoblotting es característica de la presencia de
carbohidratos que pueden ser transferibles al papel de nitrocelulosa (41). Está bien
documentado la producción de carbohidratos en las infecciones crónicas producidas por P.
aeruginosa, así como su reactividad con los anticuerpos (38, 42, 43). La producción de la capa
mucopolisacárida característica de esta bacteria es estimulada tanto por la presión ejercida por
los antibióticos como por la respuesta inmune, aunque paradójicamente, esta capa
mucopolisacárida favorece a la bacteria, ya que impide tanto el acceso de los antibióticos como
el de los anticuerpos, permitiéndole establecerse en un estado de cronicidad (36). En
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conclusión, a juzgar por las distintas reacciones de los sueros provenientes de 24 pacientes
infectados por P. aeruginosa con los exoproductos de las diferentes cepas, se puso de
manifiesto a través de la reacción con los anticuerpos, la variabilidad en los exoproductos de P.
aeruginosa en los distintos tejidos in vivo durante las diversas patologías consideradas en este
estudio, sin embargo, esta variabilidad no siempre se corresponde con la manifestada en los
exoproductos liberados por las distintas cepas en los medios de cultivo in vitro, sugiriendo la
existencia de procesos regulatorios distintos en los medios de cultivo en relación con los que
ocurren durante la infección clínica, estimulados por la participación de otros factores externos
de origen tisular además de los dependientes de la respuesta inmunológica del hospedador.
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NOTA: Toda la información que se brinda en este artículo es de carácter investigativo y con fines académicos y de
actualización para estudiantes y profesionales de la salud. En ningún caso es de carácter general ni sust ituye el
asesoramiento de un médico. Ante cualquier duda que pueda tener sobre su estado de salud, consulte con su médico o
especialista. 


