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ARTICULO ORIGINAL

RECONOCIMIENTO DE SACARIDOS PRESENTES EN PELICULAS ADQUIRIDAS DE

ORIGEN SALIVAR FORMADAS IN VITRO SOBRE SUPERFICIES DEACRILICO*

Patricia Inés Diaz Moreno," John Santiago Mejia Tobon,’
Andrés Orozco Gaviria®

RESUMEN. Diaz PI, Mejia JS, Orozco A. Reconocimiento de sacdridos presentes en peliculas adquiridas
de origen salivar formadas” in vitro” sobre superficies de acrilico. CES Odont 1996; 9: 77-81.La cavidad
oral es un complejo ecosistema en donde interactiian los microorganismos con el huésped y el medio ambiente. La
adhesion bacteriana a las superficies orales se realiza por medio de la interaccion entre las bacterias y una pelicula
de glicoproteinas de origen salivar que se forma sobre estas superficies. Las bacterias poseen diversos mecanismos
de tipo especifico ¢ inespecifico para interactuar con esta pelicula. Entre los mecanismos especificos se encuentra la
interaccion entre moléculas tipo lectina, presentes sobre las superficies bacterianas, con sacdridos terminales de las
cadenas laterales de las glicoproteinas salivares.- Este estudio se ocupa de la identificacion de esos sacdridos presentes
en peliculas salivares formacdas in vitro sobre superficies de acrilico.- Se trabajo con dos tipos de acrilico (termocurado
y autocurado) y se utilizaron 13 lectinas especificas y una técnica histoquimica para el reconocimiento.- Se observé
que el sacdrido terminal presente en mayor proporcién en las peliculas adquiridas estudiadas fue la galactosa, pero

también se notd la presencia de galactosamina, manosa, glucosa y fucosa.
Palabras clavs: Carbohidratos, Sacdridos, Pelicula adquirida, Lectinas.

ABSTRACT. Diaz PI, Mejla JS, Orozco A. Saccharide recognition in salivary acquired pellicles formed “in
vitro™ over acrylic surfaces. CES Odont 1996; 9: 77-81. The oral cavity is a complex ecosystem where
microorganisms interact with the host and the oral environment. Bacterial adhesion to oral surfaces is carried out by
the interaction between bacteria and a glycoprotein pellicle of salivary origin formed over these surfaces. Bacteria
have different specific and non-specific interaction mechanisms with these pellicles. One of these mechanisms is the
interaction between lectin-like molecules over bacterial surfaces with final saccharides in salivary glycoprotein side
chains. This study identified the final saccharides in salivary acquired pellicles formed in vitro over acrylic surfaces.
Two types of acrylic resin (heat-cured and autocured), 13 specific lectins and a histochemical technigue for saccharide
identification were used.- It was concluded that the most frequent saccharide present in the studied acquired pellicles

was galactose but manose, glucose and fucose were also observed.
Key words: Carbohydrates, Saccharides, Acquired pellicle, Lectins.

INTRODUCCION

Existe evidencia sugestiva de que la formacién de la
placa dental se inicia por la adsorcién de proteinas salivares
a las superficies dentales y que las bacterias y los produc-
tos bacterianos se adsorben posteriormente a esta cubierta
orgdnica, llamada pelicula adquirida.' También se sugiere
que uniones fisicas no especificas e interacciones estereo-
quimicas toman parte en la adhesién de las bacterias a
dicha pelicula. Algunas uniones estereoquimicas de las
bacterias a las glicoproteinas de la pelicula adquirida se
dan por medio de interacciones entre adhesinas bacterianas
(ligandos tipo lectinas) con moléculas complementarias
(receptores sacdridos) de las proteinas salivares.’

Entre los determinantes sacaridicos que participan en
este proceso se encuentran mucinas salivares y compo-
nentes de grupos sanguineos. La mayoria de esas pro-
teinas son glicoprotefnas que contienen cantidades varia-
bles de carbohidratos.” Las glicoproteinas mucosas, lla-
madas mucinas, se originan en células acinares, tienen
alto peso molecular. contienen mds del 40% de carbo-
hidratos y son las responsables de las propiedades viscosas
¥y pegajosas de la saliva.* Ademds son heterogéneas, pues
contienen una cadena polipeptidica ligada a cadenas oli-
gosacdridas por enlaces O-glicosidicos entre serina o treo-

*lnvestigacién para oplaﬁ al titulo de Odontélogo, CES, 1996,
Odontologa CES, 1996
M.Sc.. Profesor CES.

nina y residuos de N-acetil-galactosamina.’ Aniilisis cua-
litativos de la saliva submaxilar del humano muestran que,
aparte de los residuos de dcido sidlico, los carbohidratos
que se unen a proteinas incluyen la galactosa, fucosa, ga-
lactosamina y rastros de manosa y glucosa.®

Se han detectado antigenos de los grupos sanguineos
en la pelicula adquirida. Ciertas observaciones sugieren
que individuos secretores de antigeno de grupo sanguineo
en las glicoproteinas salivares tienen menos caries que
los no secretores, lo que puede estar relacionado con la
afinidad de estas mucinas para aglutinar bacterias ca-
riogénicas. Los ligandos tipo lectinas (adhesinas) pueden
estar presentes en fimbrias y/o corresponder a aziicares
fijadores de proteinas, enzimas de la pared con funciones
especificas de unién, o componentes superficiales con
propiedades hidrofébicas.”

La naturaleza del proceso de adsorcién de las glicopro-
teinas salivares a las superficies dentales no estd claramen-
te definida. En un trabajo realizado en 1975% se postulé
que las caracteristicas de la superficie podrian determinar
la composicién de la pelicula adquirida formada sobre
ellas. Infortunadamente ese estudio sélo se ocup6 de un
andlisis de aminodcidos y carbohidratos que sélo mostré
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diferencias de tipo cuantitativo pero no cualitativo y no
indic6 con certeza qué variacién podria existir en los
sacdridos terminales de las glicoproteinas adsorbidas, los
cuales es probable que sean los sitios ecolégicamente mds
significativos.

Se ha encontrado que uno de los mecanismos de
adherencia de la Candida albicans a las superficies orales
son uniones tipo lectina entre proteinas superficiales del
hongo y residuos de fucosa o glucosamina presentes en
las glicoproteinas del huésped.”.

Ya que existe evidencia de que las caracteristicas de
una superficie pueden influir en la composicién de la pe-
licula® que se forma sobre ella, puede ser muy importante
estudiar los sitios disponibles para la adherencia micro-
biana presentes en peliculas adquiridas formadas sobre
acrilico.

Comparando los acrilicos de autopolimerizacion con
los acrilicos curados por calor, se aprecia que la porosidad
de los primeros es grande, lo cual puede beberse a aire
disuelto en el monémero, que no es soluble en el polimero
a temperatura ambiente.'” Segiin esto, podria plantearse
que la porosidad de la superficie acrilica tendria influencia
directa sobre las glicoproteinas adsorbidas, lo que de-
terminaria diferencias en los sacaridos expresados en dicha
pelicula; por esto es importante determinar las ca-
racteristicas de los carbohidratos en relacién con el acrilico
utilizado (autocurado o termocurado).

En la presente investigacion se estudiaron los sacdridos
terminales presentes en peliculas adquiridas formadas in
vitro a partir de la saliva de un donante sano sobre
superficies de acrilico, usadas frecuentemente en res-
tauraciones dentales. Se utilizaron acrilicos de termocu-
rado y de autocurado porque se considerd relevante i-
dentificar posibles diferencias significativas en los
sacdridos terminales de las peliculas adquiridas formadas
sobre ambos materiales, que podrian alterar el proceso
de adhesion especifica de las bacterias a ellos. Se debe
tener en cuenta que estos dos materiales difieren en la
textura de sus superficies, lo que podria tener relacion
con el tipo de glicoproteinas que se adsorben a ellos.

La investigacion también tratd de estandarizar una
técnica adecuada para la utilizacion de lectinas en el
reconocimiento de sacdridos en peliculas adquiridas de
origen salivar.

MATERIALESY METODOS

Obtencion de la muestra de saliva

Se utilizo saliva total no estimulada y el método
sugerido por Screebny'’ para su recoleccién. La saliva
se recolectd en un recipiente de vidrio y luego se clarificé
por centrifugacién a 10.000 rpm. La muestra se tomd en
las horas de la mafana a un donante de tipo sanguineo
O, con salud normal y buena higiene oral, al cual se le
realizé previamente una prueba de hemoaglutinacién para
corroborar su condicién secretora o no secretora de an-
tigenos sanguineos en las glicoproteinas salivares y para
relacionar esto con los resultados que se obtendrian con
las lectinas especfificas para grupo sanguineo, observando
si las glicoproteinas que expresan el factor H (propias de

los individuos secretores del grupo sanguineo O) se
adsorben a las superficies de acrilico.

Determinacion del fenotipo secretor del donante

La muestra de saliva se diluyé al 50% en una solucién
de PBS (amortiguador de fosfatos salinos, pH 7.2) y se
repartié en alicuotas en tubos Eppendorf de 1.5 ml 300
ul en cada tubo). Luego se centrifugd durante cinco minu-
tos a 10.000 g para remover detritos y células de desca-
macion y se utilizé inmediatamente en la siguiente prueba
de hemoaglutinacién.

Se hicieron diluciones seriadas de las muestras de saliva
en placas de hemoaglutinacion, usando como diluyente
un amortiguador de fosfato salino, pH 7.2, en presencia
de albiimina bovina sérica, 1 mg/ml (PBS-BSA). Se a-
gregaron 40 ul de UEA-I, a una concentracion de 50 pg/
ml, a los pozos con las diluciones de saliva. Después de
incubar la mezcla durante una hora a temperatura am-
biente, se agregaron 40 ul de una suspensién de eritrocitos
del grupo O diluidos en PBS-BSA a un hematocrito del
2%. La mezcla se dejé reposar durante 30 minutos a
temperatura ambiente y se report6 la aglutinacidn eri-
trocitaria. Se definié como fenotipo secretor si la muestra
inhibia en una dilucién de 1:4 la aglutinacion de los eri-
trocitos por la lectina.

Formacion de superficies acrilicas

A lo largo de los cinco estudios realizados se utilizaron
38 conos de acrilico de autocurado y 23 de termocurado,
sobre los que se provoed la formacion de peliculas ad-
quiridas de origen salivar. Los materiales empleados para
la fabricacion de los conos fueron acrilico de autocurado
para uso odontolégico marca Jet (Lang Dental Mfg. Co.,
Wheeling, [L. USA) y acrilico de termopolimerizacion
(New Stetic, Medellin, Colombia).

Para la fabricacion de los conos de autocurado se to-
maron como moldes tubos Eppendorf de polipropileno
de 0.5 ml para microcentrifugacidn, recubiertos previa-
mente con una pelicula de aceite que sirvié de aislante
para facilitar la remocidn de los conos. Los tubos se lle-
naron hasta la mitad con el polimero y luego se adicion6
mondémero hasta saturar la mezcela; se mezclé el contenido
del tubo y antes de que terminara su polimerizacion se
introdujo en cada uno un alambre con retenciones para
permitir la manipulacién del cono.

Los conos termocurados se fabricaron tomando como
molde la superficie externa de los tubos de 0.5 ml, por lo
que resultaron de mayor tamano que los autocurados. Se
colocaron doce tubos en un molde (mufla) lleno de yeso
piedra tipo ITI. Cuando el yeso hubo fraguado se aisl6 la
superficie con Neo-foil (New Stetic, Medellin, Colombia)
y se colocé mds yeso sobre el anterior, en otro molde, de
tal manera que cuando se separaran los dos moldes y se
retirara cada tubo se pudiera obtener un patrén de cada
cono acrilico. Se aislé nuevamente el yeso y se realizé el
vaciado del acrilico sobre cada molde. Se colocé encima
el contra molde y se hizo el prensado de las muflas en
una prensa manual. Luego se procedid a la polimerizacion
por calor, mediante un procedimiento similar al que se
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utiliza para la fabricacion de dentaduras acrilicas, man-
teniendo los moldes durante 45 minutos en agua a tempe-
ratura de ebullicién. Luego se retiraron los conos acrilicos
del molde. A cada cono obtenido se le colocé un alambre,
haciendo una perforacién en la parte superior con un
motor de baja velocidad y un instrumento rotatorio (pim-
pollo). El alambre se fij6 luego con acrilico de autocurado.
Cada cono se pulié con piedra abrasiva, cepillo rotatorio
y piedra pémez y en seguida se brill6 con tiza W 100 pa-
ra metal y una copa de caucho, tal como se realizan el
pulido y el brillado de una dentadura acrilica convencional.

Formacion de la pelicula adguirida

Los conos se limpiaron con alcohol para retirar el
aceite que se usd en el aislamiento del molde. A tubos
Eppendorf de 1.5 ml se les agregaron 300 pl de saliva
recolectada y diluida al 50% en PBS, como se describié
en el experimento anterior. Se insertaron los conos en los
tubos, de manera que la saliva cubriera completamente
su superficie y se incubaron durante una hora temperatura
ambiente para inducir la formacién de una pelicula
proveniente de la saliva sobre las superficies acrilicas. Se
lavaron los conos tres veces con PBS en condiciones
adecuadas para minimizar el contacto de los mismos con
alguna otra superficie.

Andlisis histoquiniico

Para la investigacion se trabajé con 13 lectinas bio-
tiniladas especificas (Pierce, Rockford, IL USA,Tabla 1)
y una técnica histoquimica utilizada en estudios ante-
riores,' la cual identifica la lectina en la superficie por
medio de coloracién.

Inmediatamente después de la formacion de las peli-

Tabla 1. Caracteristicas de las lectinas utilizadas

Lectina | Especificidad de | Especificidad-Azicar
grupo sanguineo

RCA - p-D-gal

ECL - Gal f1-4 gle NAC

JAC - D-gal

PHA-E - oligosacdrido

PNA T B-D-gal(1-3)-D-gal NAc

VyB4 Tn D-gal NAc

SBA - D-gal NAc

SJIA AB p-D-gal NAc

DBA Al a-D-gal NAc

WGA - (D-glc NAc)2, Neu NAc

Con-A - a-D-man, a-D-glc

PSA - a-D-man

UEA-T H a-L-Tuc

culas y del lavado subsiguiente se agregaron a cada tubo
Eppendorf 300 ul de las siguientes lectinas biotiniladas,
disueltas en PBS a una concentracién de 10 g /ml: RCA,
PNA, JAC, ECL, PHA-E. VvB4, SBA, SIA, DBA,
WGA., Con-A, PSA y UEA-I. Como controles negativos
del ensayo se incluyeron conos que se procesaron en at-

sencia o en presencia de saliva pero sin lectina. Los conos
se incubaron durante una hora para permitir que la lectina
se adhiriera a los carbohidratos terminales de la capa
glicoproteica de la pelicula.

A la hora de incubacién, después de que se formaron
las peliculas, se repiti6 el proceso de lavado descrito ante-
riormente, se agregaron a cada tubo 300 ul de avidina
(solucién de clara de huevo en PBS al 10%) y se dejaron
los conos en incubacién durante una hora.

A este tiempo se repitié el proceso de lavado y se
sumergieron los conos en peroxidasa de ribano biotinilada
(300 pl a 10 ug/ml). Al cabo de una hora se retiraron los
conos, se lavaron y se sumergieron en un sustrato com-
puesto por 3 mg de 4-cloronaftol disueltos en 1 ml de
metanol y esto a su vez disuelto en 5 ml de PBS y 5 ml
de perdxido de hidrégeno. Se dejaron los conos sumer-
gidos en 300 pl de esta solucion durante 20 minutos, es-
perando que ocurriera la reaccion colorimétrica.

El sustrato precipita todo el complejo haciendo posible
la observacion de la reaccion colorimétrica.

En la Fig. | se esquematiza el proceso metodoldgico
descrito anteriormente.

Fig. 1. Esquema del proceso metodoldgico utilizado.
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Metodologia empleada en el andlisis de los resultados

Para el andlisis de la reaccion colorimétrica que indica
la presencia de la lectina en la superficie se establecieron
cuatro categorias, designadas por los nimeros 1, 2. 3.y
por el signo menos (-).

- =no se observa tincién alguna en ninguna parte de
la superficie.

| = leves rastros de tincidn de color morado claro,
que no abarcan toda la superficie acrilica y que se
distribuyen heterogéneamente.

2 =tincién de color morado claro que cubre toda la
superficie o tincion de color morado oscuro de
cardcter moteado (distribucion heterogénea).

3 =tincién de color morado oscuro que abarca mds
de la mitad de la superficie y muestra un patrén
francamente positivo.

La clasificacién de los conos la hicieron dos obser-
vadores debidamente conocedores de los pardmetros de
clasificacion.

Se realizaron en total cinco estudios.
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RESULTADOS

En laTabla 2 se observan los resultados obtenidos en
la hemoaglutinacion de eritrocitos del tipo O por la saliva
del donante. La aglutinacidn de los eritrocitos se observa
como un punto rojo definido en la mitad del recipiente,
rodeado por un liquido completamente translicido.

Los eritrocitos no se aglutinan en presencia de saliva,
seguramente por una interaccion entre la lectina UEA-1 y
el antigeno H de las glicoproteinas, lo que inactiva la ca-
pacidad aglutinante de la lectina. Si este antigeno H no se
expresara en la saliva de este individuo seguramente si
habria aglutinacién.

sente el carbohidrato galactosa, posiblemente en un sitio
terminal de la cadena de oligosacdridos; esto se sugiere
dada la gran cantidad de resultados altamente positivos
para la galactosa a lo largo de los cinco experimentos. La
jacalina, que es especifica para D-galactosa, fue la que
produjo el patrén de tincién mds fuerte y constante en
todos los casos. Otras lectinas también tuvieron esta cons-
tancia, mostrando que existe un fendémeno de adsorcion
a las superficies del acrilico, especifico y repetible. Los
resultados del presente estudio deben analizarse tomando
en cuenta que para las demds lectinas no se realizaron
experimentos como el estudio 5, cumplido para la jacalina;

Tabla 2. Resultados obtenidos en la aglutinacién de eritrocitos.

1 2 3 4 A B
Contemdo Salivaen | Salivaen | Salivaen | Salivaen UEA-1 PBS
del pozo PHS 122 PBS 114 | PBS /16 | PBS 1/32 eritrocitos
UEA-L UEA-1 UEA- UEA-1 entrocitos
enitroci itroci eritrovilos | entrocitos
Aglutinacion - - - - + =

El signo - indica que no hubo aglutinacidn; el signo + que sf la hubo. La columna A co-
rresponde al control positivo de la prueba en la cual se aplicaron los eritrocitos en presencia
de lectina. pero en ausencia de saliva: la columna B comresponde al control negativo de
la prueba en la cual se aplicaron los eritrocitos en ausencia de saliva y de lectina.

En laTabla 3 se resumen los resultados obtenidos en
los cinco estudios realizados.

Tabla 3. Resumen de los resultados obtenidos en los
cinco estudios realizados.

Tabla 3. Resumen de los resultados obtenidos en los cinco estudios realizados.
Eat_| Auto | Fst 2 Ao | Est 3 Ao | Termo| Est 4 Auto | Termo| Est 5 Auto

ROA E]

AC 3 3 3 2 3 3 3
PNA 2 1 1 2

1 L] 3 1 3

A 2 2 2 2 3

Vvl - 2 2
HA 1 -
BJA - +

BA - - -

W0IA I I - -

Con-A - i 1 1

PRA 1 2 1 3

JEA-] i 2 F i 3

PES-JAC 3 3
pAibum -1AC =
ISM-JAC I

Exp. y nimero: orden de realizacion de los experimentos; Auto: co-
nos acrilicos autocurados; Termo: conos acrilicos termocurados. Los
valores - .1, 2, y 3 se ajustan a las convenciones descritas. Se utiliza la
abreviatura de cada lectina. PBS es el buffer salino fosfato. Los cuadros
en blanco indican que no se trabajé en esa ocasion con la lectina de la
misma fila.

DISCUSION

Los cinco estudios realizados en la presente inves-
tigacién permiten concluir que en la pelicula adquirida
que se forma sobre superficies acrilicas in vitro estd pre-

por lo tanto, para las lectinas en las cuales se obtuvo un
resultado altamente positivo seria conveniente realizar
esta prueba.

Del quinto estudio realizado se puede concluir que la
jacalina, la lectina mds positiva, no se adsorbe inespeci-
ficamente a la pelicula formada sobre el acrilico; si lo ha-
ce, es de una manera muy leve, lo que no justifica la
fuerte tincién que se encontré para ella, que mds bien
podria ser resultado de su unién con carbohidratos del ti-
po D-galactosa disponibles en la pelicula. Es posible que
el grado de tincién 1 obtenido con la jacalina blogueada
previamente con 20 ug de BSM se deba a la falta de sa-
turacién de la lectina con el carbohidrato o a pocas uniones
de tipo inespecifico que pudieran estar actuando concomi-
tantemente con el reconocimiento sacdrido, La alta reacti-
vidad de la jacalina en todas las pruebas también podria
deberse a la posible presencia de IgA en la superficie de
la pelicula.

En los cinco experimentos realizados se observé una
constante en la falta de tincién al trabajar con las lectinas
SBA y SJA, ambas especificas para los grupos sanguineos
Ay B. Ya que se trabajé con saliva de un donante de
tipo O, este resultado fue l6gicamente el esperado. De
igual manera, para la lectina UEA-I, la cual reconoce al
antigeno fucosilado H del grupo sanguineo O, era de es-
perarse el resultado positivo que se presenté en todos los
estudios, aunque con un patrén de poca constancia al
comparar los resultados de los experimentos entre si. Este
resultado estd de acuerdo con la condicion secretora del
donante.

Es légico pensar que la galactosa se encuentre en
proporcion alta en los sitios terminales en las cadenas
oligosacdridas, ya que asi lo demuestra la composicién
de otras glicoproteinas,® pero también es de esperarse



que la molécula que se encuentre en mayor proporcion
en el sitio terminal de la cadena sacdrida en peliculas de
una hora de vida sea el dcido sidlico, interfiriendo con la
disponibilidad de los residuos de galactosa; por eso seria
relevante una investigacién utilizando una metodologia
similar a la de este estudio, con una lectina especifica
para dicho écido. Es posible también, y esto no se podria
comprobar sino con la utilizacién de la lectina mencionada,
que las glicoproteinas, al adsorberse a una superficie acri-
lica. no expresen tantos residuos de dcido sidlico como lo
hacen recién formadas, debido a que su presencia, aunque
sea por corto tiempo en el medio ambiente oral, permitiria
la hidrélisis del enlace galactosa-dcido sidlico por las con-
diciones del medio o posiblemente por enzimas como la
neuraminidasa. Es también posible que en este estudio
las condiciones de centrifugacién hayan llevado a la libera-
cién de esta molécula, dejando asi libre la expresion de
los residuos de galactosa en la pelicula adquirida estudiada.

Ningtn estudio encontrado en la literatura utiliz6 una
metodologia similar a ésta para el reconocimiento de los
sacdridos terminales en la pelicula; por lo tanto, la aplica-
ci6n de esta técnica inmunoguimica en el campo de la
adherencia bacteriana a las superficies orales puede ser
un método valioso,

Bacterias como Fusobacterium nucleatum, Eikenella
corrodens, Actinomyces viscosus, Actinomyces naes-
lundii, Bacteroides intermedius y Leptotrichia buc-
calis"'""%'¢ tienen sistemas de reconocimiento para la
galactosa que puede ser de primordial importancia para
la colonizacién de esas bacterias. La alta proporcién de
este carbohidrato en la pelicula facilitaria su adherencia
inicial. De todas maneras, las observaciones de este estu-
dio llevan a pensar que otros sacdridos también se encuen-
tran disponibles en las peliculas adquiridas de origen salivar
formadas sobre acrilico, tales como residuos de glucosa,
manosa, fucosa y galactosamina, los cuales, aunque en
menor proporcion que la galactosa, también fueron re-
conocidos por las lectinas utilizadas. Algunos de esos resi-
duos pueden ser utilizados por otros microorganismos,
como la C. albicans, para su adherencia inicial a las
dentaduras acrilicas. La interferencia en este proceso inicial
de adherencia. necesario para la posterior colonizacién,
podria tener mucha importancia clinica en la prevencién
de diversas enfermedades orales.

CONCLUSIONES

En el presente estudio se observo que sobre los conos
acrilicos termocurados se producia un patrén de tincion
mis regular y homogéneo que para los conos de auto-
curado. Esta diferencia en el reconocimiento puede
deberse a las irregularidades presentes en mayor propor-
ci6n en la superficie del acrilico autocurado, ya que los
sitios de mds tincién coincidieron con estas irregularidades.
lo que podria conducir a una adsorcién localizada de
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mayor cantidad de glicoproteinas en aquellos sitios; por
lo tanto, este tipo de acrilico podria facilitar la adherencia
inicial de los microorganismos en aquellos lugares donde
se presentd mayor concentracién de carbohidratos dispo-
nibles. haciendo mds fécil la colonizacién posterior de las
demds bacterias. La hipétesis anterior se basa en obser-
vaciones de la superficie de acrilico realizadas durante el
estudio. Seria importante, en estudios futuros, determinar
exactamente las caracteristicas quimicas y fisicas de estas
dos superficies para inferir una conclusién basada en medi-
ciones exactas. Seria recomendable, para mds adelante,
el empleo de un método mds exacto y estandarizado para
la medicién de los patrones de tincién obtenidos sobre
los conos acrilicos después de la reaccion colorimétrica.
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