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1) RESUMEN  

 

Introducción: Bifidobacterium dentium es un microorganismo anaeróbico, Gram 

positivo, acidógeno y acidúrico, que ha sido aislada en la cavidad oral a partir de 

saliva y lesiones de caries, relacionándose al progreso de la caries dental. Junto a 

otros microorganismos, B. dentium puede formar parte de la biopelícula en la 

superficie dental, denominada placa dental, donde diferentes especies bacterianas 

pueden interactuar a través de quorum sensing. En algunas bacterias Gram 

positivo orales, se ha descrito el sistema de quorum sensing mediado por 

autoinductor-2, el cual es producido por la enzima LuxS. Éste ha demostrado tener 

un papel en el crecimiento, la formación de biopelículas y la resistencia a los 

ácidos en esos microorganismos. En B. dentium, existe poca información de este 

sistema. El objetivo de este estudio fue analizar la producción de autoinductor-2 

por parte de B. dentium ATCC 27534 y los efectos de éste en la adhesión y 

formación de biopelículas. 

 

Materiales y métodos: la presencia y actividad de AI-2 producido por B. dentium 

ATCC 27534 fue detectada mediante el sistema de ensayo reportero Vibrio 

harveyi ATCC BAA-1117, utilizando el sobrenadante de cultivos de B. dentium 

ATCC 27534 obtenidos en distintas etapas de crecimiento. El efecto de 

autoinductor-2 en la adhesión de B. dentium ATCC 27534 se analizó en 

microplacas de poliestireno de 96 pocillos en presencia o ausencia de DPD 

(autoinductor-2 sintetizado químicamente), utilizando saliva y medio de cultivo, a 

las 16 horas. La adherencia bacteriana se midió usando el ensayo MTT y un 

SynergyHT (Biotek®). Finalmente, el ensayo de formación de biopelículas y efecto 

del DPD se realizó sobre cubreobjetos de vidrio embebidos en saliva, durante 3 y 

5 días, bajo las mismas condiciones que el ensayo de adherencia, y se documentó 

con un microscopio electrónico de barrido (JSM-IT300, JEOL). 

Resultados: Se demostró la presencia de autoinductor-2 en el sobrenadante de 

cultivos de B. dentium ATCC 27534, indicando que este microorganismo es capaz 

de producirlo y secretarlo al medio externo. Se determinó, además, que este 

microorganismo es capaz de presentar adhesión a superficies sólidas, la que 
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aumenta significativamente en presencia de autoinductor-2. Junto con esto, la 

presencia de autoinductor-2 exógeno incrementa la formación de biopelículas, 

mediante el aumento del número de células adheridas a la superficie, así como se 

pudo observar un aumento cualitativo de los niveles de exopolisacáridos 

excretados.  

Conclusiones: Los resultados indican que el sistema de quorum sensing mediado 

por autoinductor-2 es importante para controlar los procesos fisiológicos de 

adhesión y formación de biopelículas en B. dentium ATCC 27534.  

Investigaciones adicionales permitirán dilucidar cómo estos microorganismos se 

comunican entre sí a través de este sistema, así como su participación en la 

cascada de regulaciones que permiten la permanencia de B. dentium en los sitios 

de caries. 
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2) MARCO TEÓRICO 

Caries dental 

La caries dental es una enfermedad crónica de alta prevalencia, definida 

epidemiológicamente por la Organización Mundial de la Salud como una pandemia 

(Petersen, 2003). En Chile, el análisis de situación de Salud Bucal realizado el año 

2011 por el Ministerio de Salud (MINSAL, 2011), determinó la existencia de una 

alta prevalencia de esta enfermedad en la población, alcanzando un 70,4% en 

niños de 6 años, 62,5% a los 12 años y sobre 99% en adultos.  

La caries dental es una enfermedad multifactorial, que se manifiesta 

finalmente en la lesión de caries, desarrollada debido al desbalance en los 

procesos fisiológicos normales de desmineralización y remineralización de esmalte 

y dentina, que ocurre debido a frecuentes caídas de pH bajo el punto crítico de 

desmineralización (pH 5,5) (Dong y cols., 1999). Esta disminución de pH está 

dada por la presencia de una biopelícula bacteriana en la superficie del diente, 

conocida como placa bacteriana o placa dental, formada por bacterias 

acidogénicas (productoras de ácidos) y bacterias acidúricas (capaces de resistir y 

funcionar a un bajo pH) (Hojo y cols., 2009; Takahashi y Nyvad, 2011).  

En condiciones de salud se mantiene una estabilidad dinámica dentro de la 

biopelícula dental. Los microorganismos presentes en ésta generan ácidos 

orgánicos como producto de su metabolismo, en presencia de hidratos de 

carbono, y este ácido es contrarrestado por amortiguadores salivales, impidiendo 

una pérdida neta de minerales desde las piezas dentarias. Se presenta una 

relación simbiótica entre microorganismos y hospedero, pero esta relación cambia 

una vez que las condiciones lo hacen (Takahashi y Nyvad, 2011). 

Frente a un consumo regular de hidratos de carbono fermentables, higiene 

oral deficiente o problemas con el flujo salival, el equilibrio dinámico de pH se ve 

alterado. La producción constante de ácidos orgánicos induce a la adaptación y la 

selección de microorganismos acidogénicos y acidúricos, disminuyendo la 

diversidad de bacterias presentes en la placa dental (Wolff, 2013). Estos 

microorganismos juegan un papel crítico en desestabilizar la homeostasis de la 
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biopelícula. La acidificación constante de la placa dental facilita el desbalance de 

los procesos de desmineralización y remineralización del esmalte, produciendo 

con el tiempo una pérdida neta de minerales. En este punto, el ambiente ácido ya 

se ha establecido, promoviendo la enfermedad y el desarrollo de la lesión de 

caries, así como la prevalencia de ciertas bacterias asociadas a enfermedad 

(Takahashi y Nyvad, 2011).  

Numerosos estudios han identificado a Streptococcus mutans como el 

principal agente etiológico de la caries dental, ya que se localiza en la superficie 

dentaria y es abundante en la biopelícula en etapas iniciales de lesión, y su 

virulencia se asocia fuertemente con el consumo de carbohidratos (Tanzer y cols., 

2001). Sin embargo, investigaciones recientes revelan que la caries puede 

desarrollarse aún en su ausencia (Aas y cols., 2008). Otros estudios también 

revelan que las especies dominantes en la biopelícula dental pueden ser S. 

mutans, especies de Streptococcus del tipo no-mutans, Actinomyces spp., 

Lactobacillus spp., Bifidobacterium spp., Veionella spp. y Propionibacterium spp., 

que complementan o incluso pueden remplazar a S. mutans en el proceso 

patogénico de la caries (Aas y cols., 2008; Hojo y cols., 2009; Takahashi y Nyvad, 

2011). Palmer (2014), destaca la importancia de Bifidobacterium spp. y 

Lactobacillus spp., que pueden ser tan importantes como S. mutans en lesiones 

de caries, especialmente tomando en cuenta la ausencia de esta última en varias 

lesiones.  

S. mutans se encuentra en lesiones de caries superficiales, pero son menos 

frecuentes en el frente de avance de la lesión dentinaria, donde Lactobacillus spp., 

Prevotella spp., Propionibacterium spp., Atopobium spp., Bifidobacterium spp., y 

otros, son más prevalentes (Aas y cols., 2008; Kianoush y cols., 2014). Se ha visto 

que la diversidad de la población microbiológica disminuye a medida que aumenta 

la profundidad de la lesión, donde el ambiente se torna más acídico y anaerobio, 

seleccionando a una parte de la microbiota oral con capacidades para sobrevivir a 

estas condiciones (Preza y cols., 2009; Kianoush y cols., 2014). Bifidobacterium 

spp. ha sido aislado frecuentemente desde sitios de lesiones profundas, indicando 

que es una de las especies capaces de sobrevivir en este ambiente. 
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Bifidobacterium spp. 

 El género Bifidobacterium, es miembro de la familia Bifidobacteriaceae, 

perteneciente al phylum Actinobacteria. La familia Bifidobacteriaceae consta de 7 

géneros: Bifidobacterium, Aeriscardovia, Falcivibrio, Gardnerella, Parascardovia, 

Scardovia y Alloscardovia, los cuales han sido aislados desde fuentes humanas y 

animales.  

Los miembros del género Bifidobacterium son microorganismos Gram 

positivo, polimórficamente ramificados (Figura 1), no móviles y no formadores de 

esporas, que se encuentran en distintos nichos ecológicos, como intestinos de 

animales y humanos, cavidad oral, leche materna, y alimentos (Ventura y cols., 

2007; Beighton y cols., 2008). También se han aislado de la cavidad oral humana, a 

partir de saliva y lesiones de caries, relacionándose al progreso de la caries dental 

(Crociani y cols., 1996; Beighton y cols., 2008; Mantzourani y cols., 2009a,b; 

Beighton y cols., 2010; Kianoush y cols., 2014).  

 

 

 

 

Figura 1. Fotomicrografía por microscopía electrónica de barrido (SEM) de B. dentium ATCC 

27534 sobre discos de vidrio embebidos con saliva. Magnificación 4500X. Imagen obtenida en esta 

tesis. 
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Algunas especies de Bifidobacterium, como B. longum, B. lactis, B. animalis y 

B. dentium, son capaces de producir ácido en presencia de glucosa, y disminuir el 

pH del medio de cultivo por debajo de 4,2 (Haukioja y cols., 2008; Argandoña y cols., 

2016). En el análisis genómico de B. dentium Bd1, Ventura y cols., (2009), 

encontraron genes relacionados a factores de virulencia asociados con adhesinas, 

tolerancia a ambientes ácidos y capacidad de utilizar componentes derivados de 

saliva, considerados como evidencia de la capacidad de B. dentium de colonizar la 

cavidad oral y proliferar dentro de las lesiones de caries. 

Beighton y cols. (2008), estudiaron la presencia de miembros de la familia 

Bifidobacteriaceae en muestras de saliva y dentina infectada, obteniendo resultados 

positivos en 94% de las muestras salivales analizadas, alcanzando niveles similares 

en prevalencia a S. mutans. La especie predominante fue B. dentium (en 82,2% de 

sujetos), seguida por B. longum (10,8%), Scardovia inopinata (4,7%) y Parascardovia 

denticolens (3,2%). B. dentium estaba presente en todas las muestras de dentina 

analizadas.  

Beighton y cols. (2010), analizaron la presencia de Bifidobacterium spp. en la 

cavidad oral de adultos mayores de 60 años, y éstas fueron aisladas desde el 96,8% 

de los participantes con lesiones de caries, siendo B. dentium y B. longum las 

especies más prevalentes.  

Mantzourani y cols. (2009a) estudiaron las especies de Bifidobacterium 

obtenidas de dentina, en lesiones de caries oclusales activas en dientes 

permanentes en adultos y dientes deciduos en niños, determinando que B. dentium 

era la especie más frecuentemente aislada. Por otra parte, al analizar muestras de 

biopelícula de superficies dentales de niños y adultos sin caries, no se logró aislar 

Bifidobacterium spp. Esto podría sugerir un posible papel en el progreso de la lesión. 

Además, previamente lograron aislar Bifidobacterium spp. de todas las muestras de 

lesiones radiculares y activas, siendo éstas aproximadamente el 8% del total de 

anaerobios cultivables (Mantzourani y cols., 2009b).  

Por otro lado, en un estudio piloto, Henne y cols. (2015) analizaron la 

actividad bacteriana en biopelículas dentales cariogénicas y sanas, mediante la 
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determinación de la concentración de ARN ribosomal 16S y del número de 

ribosomas, considerado un indicador molecular de la actividad metabólica general 

de las bacterias pues su número se eleva con el aumento de las actividades 

anabólicas y catabólicas. En este análisis encontraron una mayor actividad de 

Bifidobacterium spp. en muestras de biopelículas provenientes de sitios cavitados 

que en aquellas muestras obtenidas desde sitios sanos, en pacientes con caries, 

concluyendo que estos microorganismos se encontrarían mayormente involucrados 

en lesiones establecidas. 

En Chile, en un estudio preliminar en el laboratorio, se analizó a los miembros 

de la familia Bifidobacteriaceae presentes en la cavidad oral de niños chilenos libres 

de caries y en niños chilenos con caries profundas (Godoy y cols., 2013, 

comunicación personal), además de las especies de Bifidobacterium presentes en la 

saliva de adultos libres de caries y con caries profundas (Pérez y cols., 2014, 

comunicación personal). Las muestras de saliva de niños libres de caries mostraron 

un recuento de unidades formadoras de colonias (U.F.C.) de Bifidobacteriaceae 

similar a las muestras de saliva de niños con caries profundas. Sin embargo, en 

niños y adultos, se obtuvo un recuento alto de Bifidobacteriaceae desde las muestras 

de sitios con lesión. En saliva de niños y adultos con caries profundas y en muestras 

de sitios con lesión en niños, B. dentium fue la especie de Bifidobacterium más 

frecuentemente aislada.  

Aunque los distintos estudios no son comparables, ya que difieren en los 

sujetos de estudio, en el lugar de donde se toma la muestra y en los métodos de 

análisis, se observa una tendencia común en las especies encontradas en los 

sitios de caries profunda, siendo B. dentium una de las especies comúnmente 

obtenida. Esto indica que estos microorganismos deben poseer mecanismos 

adaptativos que les permiten sobrevivir en estas lesiones, donde además 

coexisten con otras especies ¿Cómo sobreviven e interactúan en este ambiente?  
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Comunicación bacteriana  

La principal forma de comunicación en microorganismos es aquella 

denominada como quorum sensing, en la cual, mediante la producción y detección 

de químicos extracelulares llamados autoinductores, las bacterias pueden 

monitorear la cantidad de población celular, lo que les permite responder 

modificando su expresión genética (Ng y Bassler, 2009). En este proceso, las 

bacterias secretan los autoinductores hacia el exterior de la célula, el que se 

acumula en el espacio extracelular, aumentando su concentración. Cuando la 

concentración de autoinductores llega al umbral requerido para su detección, se 

activan receptores en las membranas de las bacterias (de la misma o diferente 

especie), y se produce en ellas una cascada de transducción de señales, 

responsable de modificar la expresión de genes. De esta forma, el quorum sensing 

influencia un amplio rango de funciones como la virulencia, tolerancia a un 

ambiente ácido y formación de biopelículas, entre otras (Ng y Bassler, 2009; 

Wright y cols., 2013). Este tipo de comunicación puede producirse entre cepas 

bacterianas, especies y géneros. 

En bacterias Gram positivo se han descrito dos sistemas principales de 

quorum sensing. El primer sistema descrito es el uso de oligopéptidos modificados 

como autoinductores codificados genéticamente, que se secretan mediante 

transportadores de membrana especializados. El receptor afín está unido a la 

membrana, que transduce la señal a través de una serie de eventos de 

fosforilación, después de haber sido provocada por la unión de la molécula de 

autoinductor (Ng y Bassler, 2009). 

El segundo sistema de señales implica un conjunto de moléculas 

interconvertibles, llamado AI-2 (autoinductor-2), originado a partir de 4,5-dihidroxi-

2,3-pentanodiona (DPD), que es producido por la enzima LuxS, utilizando S-

ribosil-homocisteína (SHR) como sustrato (Pereira y cols., 2013). DPD se cicla 

espontáneamente formando distintos isómeros en una solución. La primera 

estructura es una molécula cíclica borada, denominada S-2-metil-2,3,3,4-

tetrahidroxitetrahidrofuranoborato (S-THMF-borato) y la segunda molécula, 

corresponde a una estructura no borada, el R-2-metil-2,3,3,4-
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tetrahidroxitetrahidrofurano (R-THMF). Ambas moléculas están en equilibrio con 

DPD, y pueden interconvertirse rápidamente.  

Se ha estudiado el rol de AI-2 en el medioambiente oral, en relación al 

desarrollo de comunidades, colonización, virulencia y crecimiento de biopelículas, 

ya que para que esta última sea una estrategia exitosa de supervivencia, se 

requiere la acción conjunta y coordinada de todas las células participantes. Es así 

como este sistema ha sido descrito en microorganismos como Streptococcus 

oralis, Actinomyces oris, Streptococcus gordonii y S. mutans, entre otros (Wright y 

cols., 2013). 

En relación con Bifidobacterium spp. y quorum sensing, sólo unos pocos 

estudios han sido realizados. Jin y cols., (2012), describieron el análisis de la 

expresión de genes en la respuesta de tolerancia al ácido (ATR por sus siglas en 

inglés) en B. longum subsp. longum BBMN 68, encontrando que la expresión de 

luxS, el gen que codifica para la enzima LuxS, se ve incrementada en ATR. Sun y 

cols., (2014) reportaron actividad AI-2 producida por especies de Bifidobacterium, 

encontrando finalmente que la sobreexpresión de luxS en B. longum NCC2705 

aumenta la formación de biopelículas. También se obtuvo un aumento en la 

formación de biopelículas al complementar el cultivo con AI-2 exógeno. 

Dado lo anterior, el objetivo de este trabajo fue analizar la participación del 

sistema de quorum sensing mediado por autoinductor-2 en B. dentium, que no ha 

sido descrito antes, utilizando B. dentium ATCC 27534. Siendo una cepa aislada 

desde sitios de caries profunda, donde las condiciones son más estresantes, debe 

tener mecanismos adaptativos como la adhesión y formación de biopelículas, que 

han sido bien descritos como procesos utilizados para sobrevivir en la profundidad 

de las lesiones (Matsui & Cvitkovitch, 2010; Wright y cols., 2012). Habiéndose 

descrito para otros microorganismos, que ambos procesos se relacionan a quorum 

sensing mediado por AI-2, proponemos que la existencia de éste sería beneficioso 

para la bacteria, promoviendo la adhesión y posterior formación de biopelículas, 

favoreciendo así su permanencia en los sitios de lesiones de caries. 
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Con este fin, en este trabajo se analizó la capacidad de B. dentium ATCC 

27534 de producir y secretar autoinductor 2 (AI-2), a través de la determinación de 

su presencia en los cultivos, utilizando el sistema reportero Vibrio harveyi BAA-

1117.  Junto con esto, se evaluó además la participación de AI-2 en la adherencia 

y formación de biopelículas de B. dentium ATCC 27534. 
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3) HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

 

HIPÓTESIS 

 

Bifidobacterium dentium ATCC 27534 posee un sistema de quorum sensing LuxS 

funcional, que a través de autoinductor-2 promueve la adhesión y formación de 

biopelículas. 

 

 

OBJETIVO GENERAL.  

 

Determinar la participación del sistema de quorum sensing LuxS en la adhesión y 

formación de biopelículas en B. dentium ATCC 27534. 

 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS. 

 

1.- Analizar la presencia y funcionalidad del autoinductor 2 (AI-2) secretado por B. 

dentium ATCC 27534. 

2.- Evaluar la participación de AI-2 en la adherencia de B. dentium ATCC 27534. 

3.- Evaluar la participación de AI-2 en la formación de biopelículas de B. dentium 

ATCC 27534. 
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4) MATERIALES Y MÉTODOS 

Este estudio se encuentra adscrito al proyecto Fondecyt Nro. 11150928, 

cuyos protocolos se encuentran aprobados por el Comité Institucional de 

Bioseguridad (Anexo 1). 

Cepas utilizadas 

B. dentium ATCC 27534  

Vibrio harveyi ATCC BAA-1117 

Cultivos microbiológicos  

B. dentium obtenida de la ATCC (B. dentium ATCC 27534) se cultivó en 

medio de cultivo líquido MRS (pH 6,2, Oxoid, UK) suplementado con 0,5 g/L de L-

cisteína (MRSc) y en placas agar MRSc (52 g/L MRS, 15 g/L agar, 0,5 g/L de L-

cisteína), a 37°C en condiciones anaeróbicas, utilizando sobres AnaeroPack- 

Anaero MGC® (Sun y cols., 2014).  

Vibrio harveyi ATCC BAA-1117 fue cultivado aeróbicamente en medio AB 

(Autoinducer Bioassay Medium) líquido modificado (1,75% p/v NaCl, 1,23% p/v 

MgSO4, 0,2% p/v Triptona, 10 mM K3PO4, 1 mM L-arginina, 1% v/v glicerol, pH 

7,0) y placas agar AB modificado (1,75% p/v NaCl, 1,23% p/v MgSO4, 0,2% p/v 

Triptona, 10 mM K3PO4, 1 mM L-arginina, 1% v/v glicerol, 1,5% p/v agar) a 30°C. 

El crecimiento bacteriano fue monitoreado midiendo la densidad óptica a 600 nm 

(D.O.600) utilizando un espectrofotómetro UV/Vis UNICAM UV2. 

Detección de AI-2 producido por B. dentium ATCC 27534 

Para detectar la presencia y actividad de AI-2 producido por B. dentium 

ATCC 27534, se utilizó el sistema de ensayo reportero Vibrio harveyi ATCC BAA-

1117, utilizando el sobrenadante de los cultivos de B. dentium ATCC 27534, como 

se describe en Buck y cols., (2009).  

Para esto, se cultivó un preinóculo de B. dentium ATCC 27534 en MRS 

líquido modificado (10 g/L peptona, 8 g/L Lab-Lemco, 4 g/L extracto de levadura, 

20 g/L D-galactosa, 0,1% v/v sorbitan mono-oleato, 2 g/L K2HPO4, 5 g/L 

CH3COONax3H2O, 2 g/L citrato de triamonio, 0,2 g/L MgSO4 x 7H2O, 0,05 g/L 

MnSO4 x 4H2O), reemplazando la glucosa por galactosa pues la glucosa inhibe la 
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generación de luz en la cepa reportera V. harveyi, y suplementado con 0,5 g/L de 

L-cisteína durante un período de 72 h. a 37°C en condiciones de anaerobiosis. 

Luego de este período, se inoculó un cultivo con una D.O.600=0,2 inicial, el que fue 

separado en alícuotas de 2 mL cada una, que se incubaron en 6 jarras 

independientes, en condiciones anaeróbicas a 37°C durante 3, 5, 7, 9, 11 y 12 hrs, 

en triplicado. Esto se realizó con la finalidad de evitar una reiterada exposición a 

O2 de los cultivos, y consecuentemente la muerte de las bacterias, de forma que 

cada una solo fue abierta una vez al momento de la recolección. Se monitoreó el 

crecimiento bacteriano de cada jarra midiendo y registrando la D.O.600 al momento 

de su apertura. Para obtener el sobrenadante de los cultivos libre de células, cada 

muestra de 2 mL se centrifugó por 10 min. a 6.000 g, luego se midió su pH 

utilizando un pH-metro y se neutralizó con NaOH estéril. Subsecuentemente, se 

filtró el sobrenadante utilizando filtros con una membrana de poro de tamaño 0,2 

µm (Syringe Filter BIOFIL®).  

Por otro lado, la cepa reportera Vibrio harveyi ATCC BAA-1117, se dejó 

crecer durante la noche a 30°C en medio AB, y luego fue lavada y re-suspendida 

en medio AB fresco a una D.O.600=0,5 para después ser diluida 1/1.000 en medio 

AB.  

Al momento de medir la luminiscencia se utilizó una placa de poliestireno 

negra de 96 pocillos NUNC®, a los cuales se agregaron 90 µL de la cepa 

reportera diluida y 10 µL de sobrenadante previamente procesado de B. dentium 

ATCC 27534 (centrifugado, neutralizado con NaOH y filtrado). Se midió la 

luminiscencia generada a 30°C, cada 30 min por 4,5 h. en un lector de placas 

Synergy HT (Biotek®). La actividad de AI-2 se cuantificó en unidades relativas de 

luminiscencia (U.R.L.) (Sun y cols. 2014). Como control negativo se utilizó la cepa 

reportera sin sobrenadante de cultivo de B. dentium. El experimento se realizó por 

triplicado, y la luminiscencia fue medida, a su vez, en 3 pocillos por separado, 

obteniéndose el promedio y desviación estándar en cada caso. 

Obtención y preparación de saliva humana 

 Los análisis de adherencia y formación de biopelículas se realizaron 

utilizando saliva humana como medio de suspensión, como se describe en 

Cuadra-Saenz y cols., (2012). Se obtuvo saliva de 3 donantes adultos oralmente 
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sanos, no fumadores, que no estuvieran en tratamiento con medicación 

actualmente, ni hubieran sido tratados con antibióticos en los últimos 2 meses, los 

que fueron examinados intraoralmente en la Clínica Odontológica de la Facultad 

de Odontología de la Universidad de Chile. Este protocolo fue evaluado y 

aprobado por el Comité de Ética Científica de la Facultad de Odontología de la 

Universidad de Chile (Anexo 2). Se obtuvo el consentimiento informado de cada 

participante (Anexo 3). Se solicitó a los donantes no consumir alimentos, bebidas 

ni haberse cepillado con pasta fluorada 2 h. previas a la toma de muestras. Se 

tomaron las muestras utilizando un tubo cónico estéril, para recolectar 5 mL 

aproximadamente, las que se mantuvieron a 4°C hasta ser procesadas en el 

laboratorio. Las muestras de saliva de los donantes se mezclaron y se añadió DTT 

a una concentración final de 2,5 mM. La mezcla saliva-DTT fue centrifugada a 

9.000 g por 40 min a 4°C. El sobrenadante fue almacenado a -20°C hasta ser 

requerido, momento en que la muestra congelada se transfirió a temperatura 

ambiente y se esterilizó por filtración utilizando un filtro de 0,22 µm (Syringe Filter 

BIOFIL®) para ser utilizada.   

Ensayos de adherencia 

 Este análisis se llevó a cabo como describieron He y cols., (2015) con 

algunas modificaciones. Se cultivó B. dentium ATCC 27534 en medio MRS líquido 

suplementado con 0,5 g/L de L-cisteína, a 37°C en condiciones anaeróbicas 

durante 48 h. Luego, 10 µL de este cultivo fueron depositados en placas de 

poliestireno transparentes de 96 pocillos (Orange Scientific®), junto a 80 µL de las 

muestras de saliva como medio. Para analizar el efecto de AI-2 se agregaron 10 

µL de DPD 0,5% p/v o de sobrenadante de cultivos de B. dentium ATCC 27534, 

que dieron resultados positivos para la presencia de AI-2 en el ensayo con la cepa 

reportera V. harveyi, y se incubaron anaeróbicamente a 37°C sin agitar durante 18 

h. Subsecuentemente, el medio fue descartado y los pocillos en las placas lavados 

cuidadosamente 2 veces con 100 µL de PBS (138 mM NaCl, 3 mM KCl, 8,1 mM 

Na2HPO4, 1,5 mM K2HPO4, pH 7,0) para remover células no adheridas, 

agregándose finalmente 100 µL de medio líquido MRS suplementado con 0,5 g/L 

de L-cisteína final. Pocillos sin células se utilizaron como control negativo. La 

adherencia fue medida utilizando el ensayo MTT [bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-
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2-il)-2,5-difenil tetrazoilo] (Roche®), y registrando la densidad óptica a 550 nm 

mediante un equipo SynergyHT (Biotek®).   

El cultivo se realizó en duplicado y la adherencia de cada uno, así como su 

reacción al agregar sobrenadante o DPD, fue evaluada en 3 pocillos distintos, 

cuyos resultados se promediaron.  

Ensayo de formación de biopelículas 

Para el análisis de formación de biopelículas, al igual que para el ensayo 

anterior, se cultivó B. dentium ATCC 27534 en medio MRS líquido suplementado 

con 0,5 g/L de L-cisteína, a 37°C en condiciones anaeróbicas durante 48 h., y se 

inocularon 70 µL de cultivo líquido en placas de poliestireno de 24 pocillos, que 

contenían cubreobjetos de vidrio previamente incubados con saliva, 560 µL de 

saliva y 70 µL de agua destilada, DPD 0,5% p/v o sobrenadante utilizado en la 

prueba anterior. Luego se dejó crecer durante 3 y 5 días, en las mismas 

condiciones mencionadas, luego de las cuales el medio es retirado y los 

cubreobjetos lavados cuidadosamente sumergiéndolos en PBS, para ser 

finalmente fijados utilizando glutaraldehído. La formación de biopelícula se evaluó 

utilizando el microscopio JEOL modelo JSM-IT300LV perteneciente al Laboratorio 

de Microscopía Electrónica de Barrido. 

Análisis estadísticos 

Para determinar si existen diferencias estadísticamente significativas entre 

los diferentes resultados obtenidos en cada análisis, se utilizó, para aquellos datos 

no distribuidos normalmente, el test no paramétrico U Mann-Whitney, para la 

comparación de dos muestras independientes, considerando como hipótesis nula 

(H0) que las medianas de las dos muestras son iguales. Se rechaza la hipótesis 

nula con valores de p≤0,05. 
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5) RESULTADOS  

Crecimiento de B. dentium ATCC 27534 

Se analizó el crecimiento de B. dentium ATCC 27534 observándose un 

crecimiento positivo, que alcanzó la fase estacionaria aproximadamente a las 11 

horas de incubación (Figura 2).  

En la figura 2 se puede observar la curva de crecimiento, que presenta 

inicialmente una fase de adaptación y crecimiento lenta, donde la pendiente o 

velocidad de crecimiento, medida en el aumento de unidades de absorbancia/hora 

de incubación, es menor (0,0334/h), alcanzando luego una segunda fase de 

crecimiento logarítmico que se prolonga hasta las 9 horas de incubación 

(velocidad 0,0528/h). Finalmente es posible observar una fase estacionaria 

temprana, donde la velocidad de crecimiento del cultivo disminuye drásticamente 

(0,01/h). 

 

 

Figura 2. Curva de crecimiento de B. dentium ATCC 27534. Se muestran las velocidades de 

crecimiento en cada etapa, determinada como la pendiente de la recta en dicha zona. Cada 

determinación corresponde a los promedios de los triplicados con sus respectivas barras de error. 
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Producción de AI-2 por B. dentium ATCC 27534 

Con la finalidad de determinar si B. dentium ATCC 27534 es capaz de 

producir autoinductor-2, así como sus niveles dependiendo de la etapa de 

crecimiento en que se encuentre la bacteria, se analizó la presencia de AI-2 en el 

sobrenadante de todos los cultivos a lo largo de la curva de crecimiento 

presentada en la figura 2. Como se muestra en la figura 3, fue posible detectar la 

presencia de AI-2 a lo largo de toda la curva de crecimiento, no encontrando 

diferencias estadísticamente significativas al comparar los niveles de U.R.L. en 

cada etapa (5h versus 11h corresponde al menor valor de p=0,112 obtenido, U 

Mann-Whitney).  

 

 

 

Figura 3. Cuantificación de luminiscencia producida por V. harveyi ATCC BAA-1117 al ser 

expuesto a sobrenadantes de cultivos de B. dentium ATCC 27534 en diferentes fases de la curva 

de crecimiento. U.R.L.: unidades relativas de luminiscencia; CR: control cepa reportera.  
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Adhesión de B. dentium ATCC 27534 y efecto de AI-2 

 Con la finalidad de determinar el efecto de AI-2 sobre la adhesión de B. 

dentium, se analizó ésta en presencia y ausencia de DPD sintetizado 

químicamente, el que se interconvierte espontáneamente en medio acuoso a AI-2. 

Junto con esto, se analizó el efecto en la adhesión del propio sobrenadante de 

cultivos de B. dentium (SN), que previamente dieron positivos para la presencia de 

AI-2, tal como los SN obtenidos a las 9 y a las 11 horas en la sección anterior 

(SN9h y SN11h).  

 Luego de 18 horas de incubación se evidenció adherencia de células 

viables de B. dentium a los pocillos de poliestireno en las placas (figura 4). Se 

observó que al adicionar DPD, se produjo un aumento en la adhesión, con una 

diferencia estadísticamente significativa al comparar con B. dentium sin DPD 

(p=0,00256).  

 

 

 

Figura 4.  Adhesión de B. dentium ATCC 27534 a poliestireno. B.d.: B. dentium ATCC 27534; 

B.d.+SN (9h y 11h): B. dentium ATCC 27534 con sobrenadantes de cultivo de 9 y 11 h. de B. 

dentium, positivos para AI-2. B.d.+DPD: B. dentium ATCC 27534 con adición de DPD. Con * se 

muestra diferencia estadísticamente significativa, p=0,00256.   
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 En aquellas muestras a las que se adicionó sobrenadante de los cultivos 

de B. dentium que poseían AI-2, SN9h y SN11h, no se observaron diferencias 

estadísticamente significativas con respecto a la adhesión de la bacteria por sí 

sola (p=0,058 y p=0,468, respectivamente). 

Formación de biopelículas de B. dentium ATCC 27534 y efecto de AI-2 

 Para determinar el efecto de AI-2 sobre la formación de biopelículas de B. 

dentium, de forma similar al ensayo de adhesión, a distintos cultivos del 

microorganismo en medio líquido se les adicionó DPD sintetizado químicamente o 

sobrenadante de un cultivo previo positivo para presencia de AI-2 (SN11h). Los 

resultados obtenidos se muestran en la figura 5.  

 A los 3 días se observa, en el cultivo sin DPD, la adhesión de algunas 

células a la superficie, estando éstas en su mayoría distribuidas por si solas con 

algunas agrupaciones de células menores (figura 5A, 3 días). En aquel al que se 

adicionó SN11h, se visualiza una mayor cantidad de células adheridas, y las 

agrupaciones parecen ser mayores en tamaño (figura 5B, 3 días). En el caso del 

ensayo de 3 días con adición de DPD no fue posible encontrar células adheridas a 

la superficie. 

 A los 5 días, se observó que la biopelícula en ausencia de DPD presentó 

una mayor cantidad de células que a los 3 días de incubación (figura 5A, 5 días), 

que aumentan aún más en aquella de 5 días de incubación a la que se adicionó 

DPD. Junto con esto, se observó agrupaciones mayores de células, con una 

matriz de exopolisacáridos rodeándolas en el exterior (Figura 6). Por último, la 

biopelícula de 5 días a la que se adicionó SN11h presentó escasa cantidad de 

células adheridas, en su mayoría aisladas y escasas agrupaciones (figura 5B, 5 

días). 
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 3 días 5 días 

A)  

 

 

 

B)  

 

 

 

C) No observado.  

 

 

Figura 5: Fotomicrografías por microscopía electrónica de barrido (SEM) de biopelículas de B. 

dentium ATCC 27534 sobre discos de vidrio embebidos con saliva a los 3 días y 5 días de 

incubación. Magnificación 1200X. A) B. dentium; B) B. dentium con sobrenadante positivo para AI-

2; C) B. dentium con DPD químico.   
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A B 

  

 

Figura 6: Fotomicrografías por microscopía electrónica de barrido (SEM) de B. dentium ATCC 

27534 sobre discos de vidrio embebidos con saliva a los 5 días de incubación. A: biopelícula sin 

adición de DPD. B: biopelícula desarrollada en presencia de DPD. En esta última se puede 

observar presencia de exopolisacáridos rodeando las agrupaciones de células. Magnificación 

12.000X. 

 

En la figura 6 se observa B. dentium polimórficamente ramificado, como se ha 

descrito anteriormente. En presencia y ausencia de DPD incorporado 

exógenamente es posible observar que la bacteria mantiene su forma celular 

característica, indicando que este compuesto no tendría efectos negativos sobre el 

tamaño, crecimiento y división celular en B. dentium.  
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6) DISCUSIÓN 

En este estudio se determinó que Bifidobacterium dentium ATCC 27534 

posee un sistema de quorum sensing LuxS funcional, que a través de la 

producción y secreción de autoinductor-2, promovería la adhesión y formación de 

biopelículas, confirmando la hipótesis planteada. 

Bifidobacterium dentium ATCC 27534 posee un sistema de quorum sensing 

LuxS funcional, siendo capaz de sintetizar y secretar AI-2 al exterior celular, 

permitiendo ser detectado en el sobrenadante de sus cultivos, utilizando la cepa 

reportera V. harveyi, que sólo produce luz en presencia de esta molécula. Este 

hallazgo es el primero descrito para B. dentium, pues a pesar de conocerse genes 

putativos para LuxS en varias especies de Bifidobacterium, la presencia de AI-2 en 

sobrenadantes de cultivos de estos microorganismos solamente había sido 

descrita para B. longum (Sun y cols., 2014). 

Esta prueba de luminiscencia demuestra la presencia de AI-2 en el 

sobrenadante de B. dentium durante toda la curva de crecimiento, sin embargo, en 

este estudio no es posible determinar si dicha presencia se debe a producción y/o 

uso constante de la molécula, o si al alcanzar cierta concentración en el medio 

extracelular su producción y utilización se detienen, y por tanto esta molécula sólo 

se produce al inicio del crecimiento y luego su presencia en el sobrenadante es 

residual. Es importante notar que la realización de este ensayo no estuvo carente 

de dificultades. Es posible observar una gran variabilidad de los resultados entre 

los replicados, y entre las diferentes muestras, siendo poco reproducibles. Esto 

puede deberse a lo descrito por Sun y cols., (2014), quienes señalan que la 

actividad de AI-2 se ve afectada por los bajos pH del sobrenadante, y que al 

neutralizarlo se logra restaurar, aunque no por completo, su actividad. Por esto, 

ellos describen que este análisis, para el caso de bacterias acidogénicas, confirma 

la presencia de AI-2 pero no puede utilizarse para cuantificarlo, sino más bien para 

observar tendencias generales. En el laboratorio se ha determinado que B. 

dentium ATCC 27534 puede disminuir el pH del medio de cultivo hasta 4,64 (datos 

no mostrados).  
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El pH del sobrenadante podría no ser el único factor involucrado en la 

variabilidad observada en los resultados. DeKeersmaecker y Vanderleyden (2003), 

describen que agregar ácido bórico al sobrenadante libre de células mejoraría la 

detección de AI-2 por parte de V. harveyi, debido a la forma química de AI-2 

mayormente disponible en ambiente natural de V. harveyi (S-THMF). Por último, la 

actividad luminiscente de V. harveyi podría verse afectada por la presencia de 

otros componentes en el sobrenadante del cultivo de B. dentium.  

Mediante el ensayo de adherencia realizado se determinó la participación 

de AI-2 en la adhesión de B. dentium ATCC 27534. Utilizando el ensayo 

enzimático MTT para determinar la presencia de bacterias adheridas viables, se 

observó que aquellos pocillos con mayor cantidad de células adheridas fueron 

aquellos a los que se agregó DPD químico, no observándose una mejora 

significativa en la adhesión en aquellos pocillos a los que se les agregó 

sobrenadante. Sin conocer la concentración a la cual se encuentra AI-2 en el 

sobrenadante, una posible explicación para el resultado obtenido sería la 

presencia de una cantidad menor de AI-2 en éste. La bacteria fue capaz de 

adherirse por sí sola en los pocillos donde no se agregó sobrenadante o DPD, 

aunque menor cantidad. Por tanto, se puede señalar que la presencia de AI-2 

tiene un efecto potenciador sobre la capacidad de B. dentium para adherirse a 

superficies.  

Un hecho interesante a estudiar sería analizar si AI-2 producido por las 

propias bacterias durante el ensayo jugaría un rol en su capacidad de adhesión. 

Esto podría abordarse mediante la utilización de una cepa mutante luxS de B. 

dentium que sea incapaz de producir AI-2, teniendo en cuenta la posibilidad de 

que otros rasgos se vean afectados, como en el caso de L. acidophilus NCFM 

(Buck y cols., 2009), donde se observaron defectos en el crecimiento al ser 

cultivado en distintas condiciones, como por ejemplo un medio a pH 5,5, siendo 

esto relevante ya que B. dentium es capaz de disminuir el pH de su medio 

extracelular.  

El papel de AI-2 en adhesión no se ha observado para otras especies de 

Bifidobacterium, pero si se ha analizado para otros microorganismos Gram 
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positivo mediante la generación de mutantes luxS. En S. mutans, una cepa 

mutante luxS mostró mayor adherencia que la cepa silvestre (He y cols., 2015). 

Además, se determinó por microscopía confocal que la cepa mutante formaba 

agregados más dispersos y de mayor tamaño que la silvestre, que formó 

agregados menores, pero con distribución uniforme (He y cols., 2015). Por otra 

parte, en L. acidophilus, una mutante luxS incapaz de producir AI-2, mostró un 

58% de disminución de su capacidad de adherirse a células intestinales Caco-2 

(Buck y cols., 2009). No se han reportado estudios del efecto de adicionar AI-2 

exógeno sobre las etapas tempranas de formación de biopelículas, es decir, la 

adhesión. 

Cabe destacar que en este trabajo se utilizó la prueba de MTT para medir 

bacterias adheridas, por sobre tinciones tradicionales, ya que permite cuantificar 

sólo aquellas que permanece viables. 

En los ensayos de formación de biopelículas sobre discos de vidrio 

embebidos en saliva, se observó una mayor adhesión de células a los 5 días de 

incubación, que aumenta aún más al adicionar al cultivo DPD. Si bien en ningún 

caso se observó una biopelícula madura de B. dentium, el aumento de bacterias 

adheridas a la superficie da cuenta de la capacidad del DPD para promover la 

formación de biopelículas. Otro análisis importante de realizar es que al observar 

la figura 6, es posible distinguir la presencia de estructuras de exopolisacáridos 

adheridos a las células, en aquella biopelícula a la que se adicionó DPD. De estos 

resultados se puede inferir que AI-2 promueve la formación de biopelículas al 

aumentar la producción de exopolisacáridos. En un futuro sería interesante 

realizar mediciones de esta producción, así como de la expresión de aquellos 

genes involucrados en la síntesis y excreción de estas moléculas. 

Diferente resultado se obtuvo al agregar sobrenadante positivo para AI-2, 

donde, a los 5 días de incubación, la cantidad de bacterias adheridas a la 

superficie disminuyó con respecto a la biopelícula sin adición de éste. Este efecto 

podría deberse a la presencia de otros componentes en el sobrenadante, que 

tuviesen consecuencias inhibitorias. Un efecto similar fue descrito para 

Lactobacillus rhamnosus GG, donde no fue posible complementar con 
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sobrenadante de cultivo de L. rhamnosus GG silvestre a la cepa mutante para 

luxS, observando incluso un efecto inhibitorio sobre la formación de biopelículas 

(Lebeer y cols., 2007).  

Por otro lado, Ricard y cols., (2006) describen que la concentración de AI-2 

presente es de importancia, ya que observaron que la formación de biopelículas 

es inhibida en S. oralis y A. naeslundii, sobre y bajo cierta concentración de AI-2. 

Esto plantea un punto interesante de analizar en un futuro. Establecer qué 

concentraciones están presentes en el sobrenadante de cultivos de B. dentium y 

qué efectos se obtienen al adicionar a los ensayos distintas concentraciones de 

DPD. Puede ser que para lograr mayor adhesión y formación de biopelículas no 

sea suficiente para B. dentium la cantidad de AI-2 producida por él mismo, y que 

requiera la adición de esta molécula desde otras bacterias. Esto abre un abanico 

de posibilidades sobre cómo podría darse la comunicación bacteriana en 

comunidades multiespecies, donde cada una de ellas sería capaz de producir 

moléculas señal hacia el exterior, entre ellas AI-2, las que difundirían hacia sus 

vecinas, potenciando o inhibiendo el establecimiento en dicho ecosistema, por 

ejemplo, en la cavidad oral o en un sitio de caries profunda. 
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7) CONCLUSIONES  

 

En este trabajo se analizó la presencia y participación del sistema de quorum 

sensing mediado por autoinductor-2 en B. dentium ATCC 27534, el cual 

previamente no había sido descrito para esta bacteria, concluyéndose que: 

 

1.- B. dentium ATCC 27534 es capaz de producir y secretar autoinductor-2 

funcional al medio externo. 

2.- AI-2 promueve la adherencia y formación de biopelículas de B. dentium ATCC 

27534 sobre superficies sólidas. 

  

Estos hechos permiten inferir que este sistema puede favorecer la permanencia de 

esta bacteria en sitios de caries. 
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