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RESUMEN 

Introducción. La caries dental es una enfermedad microbiológicamente 

inducida, provocando una pérdida de mineral debido a un desbalance en el pH del 

entorno. Se ha demostrado que a medida que aumenta la profundidad de la lesión, 

disminuye la diversidad microbiana y especies como Bifidobacterium dentium y 

Lactobacillus casei se encuentran muy frecuentemente. Las interacciones 

bacterianas se llevan a cabo mediante procesos de comunicación celular como 

quorum sensing, que consiste en la producción y detección de moléculas 

extracelulares conocidas como autoinductores, siendo uno de ellos el autoinductor-

2 (AI-2).  

El objetivo de este trabajo fue analizar el efecto del autoinductor-2 producido 

por Bifidobacterium dentium ATCC 27534 en la adhesión y formación de 

biopelículas de Lactobacillus casei ATCC 4646. 

Metodología. Se utilizaron las cepas L. casei ATCC 4646 y B. dentium ATCC 

27534, provenientes de lesiones de caries. Ambas fueron cultivadas en medio MRS, 

en anaerobiosis a 37°C. Se detectó la presencia y funcionalidad de AI-2 producido 

por B. dentium mediante la cepa reportera Vibrio harveyi BAA-1117TM, que produce 

luminiscencia en presencia de esta molécula. Para evaluar la adherencia se utilizó 

el ensayo MTT (Sigma®). En el análisis de formación de biopelículas se utilizaron 

cubreobjetos de vidrio embebidos en saliva, en condiciones estáticas y los 

resultados se observaron utilizando Microscopía Electrónica de Barrido. En ambos, 

se analizó la capacidad de L. casei de formar biopelículas en presencia y ausencia 

de AI-2 del sobrenadante de B. dentium y AI-2 sintetizado químicamente como 

control.  

Resultados. Se detectaron cantidades significativas de AI-2 en el cultivo en 

fase estacionaria de B. dentium. Esta molécula es capaz generar un aumento en la 

adhesión y formación de biopelículas de L. casei, que presenta baja adherencia en 

ausencia de ella. 

Conclusiones. B. dentium es capaz de potenciar la adhesión y formación 

inicial de biopelícula de L. casei, posiblemente mediante la producción y secreción 
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de AI-2 al medio externo. Indicando que la comunicación celular mediada por AI-2, 

puede generar efectos positivos entre microorganismos cariogénicos. Estos 

hallazgos son útiles para comprender la naturaleza de la interacción entre estos 

microorganismos, así como los mecanismos de procesos fundamentales para su 

patogenicidad, como son la adhesión a superficies y la formación de biopelículas. 
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1. MARCO TEÓRICO 

1.1 Enfermedad de Caries 

La caries es una enfermedad crónica que posee una alta prevalencia a nivel 

mundial y un impacto negativo tanto en la salud oral como sistémica de los 

individuos (MINSAL, 2017). La Organización Mundial de la Salud la define 

epidemiológicamente como una pandemia (Petersen, 2003). Según datos del 

Ministerio de Salud, la prevalencia de caries en Chile es de 17,5% a los 2 años, 

49,6% a los 4 años, 70,4% a los 6 años, 62,5% a los 12 años y de un 99,4% en la 

población adulta de 65 a 74 años (MINSAL, 2017). 

Corresponde a una enfermedad multifactorial y dinámica, provocada por la 

interacción entre la estructura dentaria, la biopelícula formada en la superficie del 

diente y azúcares; también juega un papel importante la influencia salival y genética 

del hospedero (Pitts y cols., 2017). Esta patología se desencadena cuando ocurre 

un desbalance ecológico en la microbiota oral, ya sea por factores ambientales o 

biológicos. Por lo tanto, la causa del inicio de las lesiones de caries son los 

microorganismos presentes en la biopelícula, puesto que fermentan los hidratos de 

carbono y generan ácidos orgánicos como subproducto de su metabolismo, 

provocando así un descenso del pH del medio. Este determinante ambiental 

influencia un cambio en las propiedades fenotípicas y genotípicas de los 

microorganismos, es decir, de adaptación y selección bacteriana, respectivamente 

(Takahashi y Nyvad, 2011; Grigalauskiené y cols., 2015).  

Naturalmente los microorganismos cariogénicos están presentes en la 

microbiota de un individuo sano, cuando el pH es neutro éstos son los menos 

prevalentes y solo ocupan una pequeña parte de la biopelícula. Al alterarse la 

homeostasis del medio, con periodos prolongados bajo el pH crítico de 

desmineralización de esmalte y dentina (pH 5,5), el ciclo 

desmineralización/remineralización se inclina hacia una pérdida neta de mineral y 

además condiciona a una selección de microorganismos acidogénicos (productores 

de ácidos) y acidúricos (resistentes y funcionales en un ambiente ácido), mientras 

que las especies asociadas al esmalte sano son más sensibles y poco tolerantes a 

las condiciones ambientales ácidas (Marsh, 2003; Grigalauskiené y cols., 2015). 
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Se han desarrollado tres principales hipótesis sobre la etiología de la 

enfermedad de caries: 

a) Hipótesis de placa específica (Loesche, 1992): se propone que sólo 

algunas especies específicas están involucradas en el inicio de la lesión, tales como 

Streptococcus mutans y Streptococcus sobrinus. Inicialmente, se identificó a S. 

mutans como el principal agente etiológico de las lesiones de caries, puesto que es 

aislado con frecuencia desde lesiones cavitadas. Es altamente acidogénico y 

acidúrico, es capaz de inducir a la formación de caries en animales con una dieta 

rica en sacarosa y además posee la habilidad de adherirse a la superficie dentaria 

y a otros microorganismos (Hamada y Slade, 1980; Loesche, 1986). Sin embargo, 

investigaciones recientes han establecido que la enfermedad de caries se puede 

desarrollar incluso en ausencia de este microorganismo, 10-20% de los individuos 

con esta patología presentan niveles no detectables o muy bajos de S. mutans, pero 

sí de otras especies productoras de ácidos (Aas y cols., 2008). 

b) Hipótesis de placa no específica (Theilade, 1986): se propone que la lesión 

de caries es el resultado de la actividad conjunta de la biopelícula, la cual está 

compuesta por una gran variedad de especies diferentes. Estudios actuales, 

establecen que S. mutans puede ser la especie dominante de la biopelícula durante 

el inicio de la enfermedad, pero otras especies como Streptococcus spp. del tipo no 

mutans, Lactobacillus spp., Actinomyces spp., Bifidobacterium spp., Veillonella spp. 

y Propionibacterium spp., pueden complementar o reemplazar a S. mutans en el 

proceso patológico de la caries dental (Aas y cols., 2008; Takahashi y Nyvad, 2011).  

c) Hipótesis de placa ecológica (Marsh, 1994): se propone que la lesión de 

caries es el resultado de una variación en la microbiota residente, debido a cambios 

en las condiciones ambientales locales. Dentro de la boca existen diversas 

superficies que pueden ser colonizadas por microorganismos, y la microbiota 

presente en cada una varía en composición; incluso existen diferencias entre las 

comunidades microbianas de las distintas superficies del diente. Según Marsh 

(2003), la enfermedad de caries no necesita tener una etiología microbiana 

específica, ya que cualquier especie con características relevantes, como ser 

acidogénicas y/o acidúricas, puede contribuir con esta patología; por lo tanto, las 
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propiedades del medio establecen la composición cualitativa y cuantitativa de la 

microbiota residente, debido a que existe una relación directa y dinámica entre el 

entorno y los microorganismos. Esta hipótesis corresponde a la más aceptada en la 

actualidad, dando origen a una hipótesis extendida. 

1.2 Hipótesis de la Placa Ecológica Extendida 

Actualmente, se ha replanteado el proceso de caries desde una perspectiva 

microbiológica, bioquímica, ecológica y clínica. Takahashi y Nyvad (2008), 

plantearon una extensión de la hipótesis de la placa ecológica, para explicar la 

relación que existe entre los cambios dinámicos que ocurren en las propiedades 

fenotípicas/genotípicas de la biopelícula y el balance de 

desmineralización/remineralización en la enfermedad de caries. 

La hipótesis extendida de placa ecológica describe tres etapas donde la 

biopelícula funciona como un ecosistema dinámico (Figura 1) (Takahashi y Nyvad, 

2011): 

a) Etapa de estabilidad dinámica: Ocurren leves e infrecuentes episodios de 

acidificación del medio, por lo que el balance mineral puede ser controlado 

fácilmente a favor de la remineralización. Predominan especies del género 

Streptococcus del tipo no mutans y del género Actinomyces, composición 

microbiana que se encuentra generalmente en las superficies del esmalte 

clínicamente sanas. 

b) Etapa acidogénica: Episodios moderados y frecuentes de acidificación del 

medio. Cuando el equilibrio se altera por un tiempo prolongado, puede provocar el 

inicio de una lesión de caries dental, ya que el balance está a favor de la 

desmineralización. Predominan especies del género Streptococcus del tipo no 

mutans de bajo pH y del género Actinomyces. 

c) Etapa acidúrica: Episodios severos y prolongados de acidificación del 

medio. En condiciones extremadamente ácidas, las especies del género 

Streptococcus del tipo no mutans y del género Actinomyces serán eliminadas y 

remplazadas por especies más acidúricas como S. mutans, Lactobacillus spp. y 
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Bifidobacterium spp. Por lo tanto, existirá una gran pérdida neta de minerales y una 

rápida progresión de la lesión. 

 

Figura 1. Hipótesis de Placa Ecológica Extendida. Etapa de estabilidad dinámica, etapa acidogénica 

y etapa acidúrica (Modificado de Takahashi y Nyvad, 2011). 

Se ha demostrado que a medida que aumenta la profundidad de la lesión de 

caries, el ambiente se vuelve más ácido y anaeróbico. En estas condiciones se 

puede observar una disminución en la diversidad filogenética y variación en la 

composición de la población microbiana (Kianoush y cols., 2014). Diversos estudios 

relacionan a especies acidogénicas y acidúricas, como Lactobacillus spp. y 

Bifidobacterium spp., con lesiones cariosas (Aas y cols., 2008; Beighton, 2008). En 

el frente de avance de una lesión de caries dentinaria profunda, es poco frecuente 

encontrar S. mutans, sin embargo, Lactobacillus spp., Propionibacterium spp., 

Prevotella spp. y Bifidobacterium spp. son prevalentes (Chhour y cols., 2005; Aas y 

cols., 2008; Kianoush y cols., 2014).  

1.3 Lactobacillus spp. y Caries Dental 

El género Lactobacillus pertenece a la familia Lactobacillaceae. Son 

bacterias Gram positivo, con morfología de vara (Figura 2), carentes de motilidad, 

anaeróbicas estrictas o facultativas, altamente acidogénicas y acidúricas (Cannon y 

cols., 2005; Klinke y cols., 2009). Generalmente son considerados microorganismos 
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no patógenos incluso beneficiosos, ya que forman parte de la microbiota comensal 

del tracto gastrointestinal y vaginal humano (revisado en Caufield y cols., 2007). 

Caufield y cols. (2007) mediante estudios genotípicos proponen al género 

Lactobacillus como colonizadores exógenos y oportunistas, provenientes de los 

alimentos u otras fuentes externas a la cavidad oral. Algunas de estas especies se 

utilizan como bacterias probióticas, ya sea en forma liofilizada o como producto 

alimenticio fermentado (Cannon y cols., 2005).  

                            

Figura 2. Fotomicrografía por Microscopía Electrónica de Barrido de Lactobacillus casei ATCC 4646 

sobre discos de vidrio embebidos con saliva. Magnificación 7000x. Imagen obtenida en este estudio. 

Lactobacillus spp. juega un papel fundamental en el ecosistema oral, tanto 

en salud como en enfermedad. Colonizan la cavidad oral durante los primeros años 

de vida y se pueden encontrar en grandes cantidades en la saliva, dorso de la 

lengua, mucosas, paladar duro y en menor medida en las superficies dentarias 

(revisado en Badet y Thebaud, 2008). Es ampliamente reconocido como un 

microorganismo cariogénico, ya que es frecuentemente encontrado en lesiones de 

caries dentinarias profundas (Klinke y cols., 2009). Además, se ha demostrado que 

Lactobacillus spp. es capaz de adherirse a diversas especies bacterianas y su 

mecanismo de adhesión involucra un cierto grado de especificidad (Badet y 

Thebaud, 2008).  

Se ha observado que están más asociados con lesiones de caries avanzada 

que con lesiones limitadas a esmalte (Chhour y cols., 2005). Además, la presencia 

de estos microorganismos en las lesiones de caries depende del tamaño de la 
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cavidad, ya que son más numerosos en aquellas lesiones medianas y grandes 

(Bönecker y cols., 2003; Kianoush y cols., 2014).  

Las características más conocidas de Lactobacillus spp. son su capacidad de 

crecer y sobrevivir en ambientes de bajo pH y la producción de ácido láctico. Estas 

bacterias pueden disminuir el pH ambiental hasta valores inferiores a 4,5 y son 

capaces de sobrevivir en un pH de hasta 2,2 (revisado en Badet y Thebaud, 2008). 

Klinke y cols. (2009) demostraron que son capaces de continuar secretando 

cantidades significativas de ácido cuando el pH del medio es 4. 

En un estudio realizado por Marchant y cols. (2001), se analizó las especies 

de Lactobacillus predominantes en dentina cariada de niños preescolares, siendo 

las más frecuentemente encontradas L. casei, L. fermentum y L. rhamnosus. Por 

otro lado, Callaway y cols. (2013), identificaron diversas especies de Lactobacillus 

aisladas desde muestras de lesiones de caries dentinarias en molares temporales, 

dentro de las cuales encontraron L. casei, L. gasseri, L. paracasei subespecie 

paracasei, L. paracasei subespecie tolerans, L. plantarum y L. rhamnosus. Estos 

autores también detectaron que luego de la remoción de la dentina infectada, el 

recuento de Lactobacillus spp. en la dentina afectada subyacente se redujo 

considerablemente, encontrándose solamente las especies L. rhamnosus y L. 

paracasei subespecie paracasei.  

En una revisión de la literatura, se indica que numerosos autores, mediante 

diversas técnicas y métodos de muestreo, identificaron L. casei como la especie 

más predominante en tejidos cariados (Badet y Thebaud, 2008). Lima y cols. (2011), 

investigaron la carga bacteriana presente en las diferentes capas dentinarias de 

lesiones cariosas en adolescentes, encontrando que L. casei y L. fermentum 

estaban presentes en todas las capas analizadas y fueron las especies más 

prevalentes en las capas internas. Wolff y cols. (2013), analizaron la composición 

bacteriana de la dentina en adultos con caries y libres de éstas, encontrando que L. 

casei, L. rhamnosus, L. lactis y otras especies, fueron las más frecuentes.  

En Chile, en un estudio previo en el laboratorio de Bioquímica y Biología Oral, 

se analizaron las especies de Lactobacillus presentes en la cavidad oral de 8 niños 
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chilenos libres de lesiones de caries y de 9 niños chilenos con lesiones de caries, 

obteniendo desde todas las muestras de lesiones de caries profundas, altos 

recuentos de Lactobacillus spp. Además, en la saliva de los niños con caries y en 

las muestras de lesiones de caries, L. salivarius y L. casei fueron respectivamente 

las especies aisladas con mayor frecuencia. L. rhamnosus fue predominante en 

ambos grupos de estudio (Luzanto, 2016).  

1.4 Bifidobacterium spp. y Caries Dental 

El género Bifidobacterium pertenece a la familia Bifidobacteriaceae. Son 

bacterias Gram positivo, acidogénicas y acidúricas, anaeróbicas, no filamentosas, 

no motiles y pleomorfas ramificadas (Figura 3). Estos microorganismos tienen 

efectos beneficiosos para la salud humana cuando habitan el tracto gastrointestinal, 

por lo que algunas especies han sido utilizadas como probióticos en ciertos 

alimentos y como complementos terapéuticos (Ventura y cols., 2009). Sin embargo, 

existen especies que han sido aisladas de la cavidad oral humana, donde su 

presencia está ligada a la progresión de la enfermedad de caries (Aas y cols., 2008; 

Ventura y cols., 2009; Mantzourani y cols., 2009a). También pueden ser aisladas de 

otros nichos como el tracto gastrointestinal de animales e insectos, alimentos 

lácteos y aguas residuales (Mantzourani y cols., 2009b). 

                                

Figura 3. Fotomicrografía por Microscopía Electrónica de Barrido de Bifidobacterium dentium ATCC 

27534 sobre discos de vidrio embebidos con saliva. Magnificación 4500x (García, 2017). 

En un estudio realizado por Mantzourani y cols. (2009b), se analizó la 

presencia de miembros de la familia Bifidobacteriaceae en muestras clínicas 
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obtenidas desde superficies radiculares sanas, determinando que existe una menor 

proporción de Bifidobacterium spp. en la biopelícula supragingival de superficies 

sanas radiculares expuestas y una mayor proporción en la dentina de lesiones 

radiculares blandas y activas y en lesiones radiculares detenidas y remineralizadas. 

En estas últimas, B. dentium fue la especie más prevalente, seguido de B. subtile y 

B. breve. 

La variedad de Bifidobacterium spp. presente en lesiones de caries 

dentinarias y en la biopelícula supragingival está limitada a la especie B. dentium 

(Modesto y cols., 2006). La especie predominante en una cavidad oral dentada es 

B. dentium, aunque se ha encontrado igualmente B. breve, B. subtile, B. 

adolescentis, B. urinalis y B. longum, las cuales corresponden a especies no orales, 

sugiriendo que pueden colonizar la cavidad oral de forma transitoria (Mantzourani y 

cols., 2009b).  

Beighton y cols. (2008) encontraron que el 94% de las muestras de saliva de 

sujetos adultos sin caries, poseían especies de la familia Bifidobacteriaceae, de las 

cuales B. dentium fue aislado en el 82,2% de los individuos y B. longum en un 

10,8%. B. dentium también ha sido aislado, en un alto porcentaje, de lesiones de 

caries oclusales activas en niños, pero no así desde las superficies sanas. Estos 

resultados confirman la posible contribución de Bifidobacterium spp. en el proceso 

de caries, pudiendo establecer que ésta, al igual que otras bacterias cariogénicas, 

aumenta en número y proporción frente a un cambio en el ambiente oral, provocado 

por una mayor ingesta de hidratos de carbono fermentables y el posterior descenso 

de pH (Mantzourani y cols., 2009a).  

En un análisis genético de secuencias genómicas, se comparó entre 

especies del género Bifidobacterium que se encuentran en el intestino humano y B. 

dentium, detectando que esta especie posee adaptaciones genéticas específicas 

para colonizar la cavidad oral y proliferar en lesiones de caries activas. Dentro de 

estas adaptaciones se encuentran los genes que codifican factores de virulencia 

como las adhesinas, tolerancia al ácido, defensa contra sustancias tóxicas y la 

capacidad de utilizar los componentes derivados de la saliva (Ventura y cols., 2009).  
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Algunas especies de Bifidobacterium son capaces de producir ácido en 

presencia de glucosa y disminuir el pH bajo 4,2, lo suficiente para causar la 

desmineralización de los tejidos dentarios (van Houte y cols., 1996; Haukioja y cols., 

2008). Nakajo y cols. (2010), establecieron que B. dentium y B. longum son capaces 

de disminuir el pH del medio bajo 5,0, creando un ambiente ácido en la biopelícula 

y en las lesiones de caries, concluyendo que estos microorganismos deben poseer 

mecanismos de adaptación para protegerse frente a la acidificación del medio en 

ausencia de una fuente de energía.  

En Chile, en un estudio preliminar del laboratorio de Bioquímica y Biología 

Oral, se analizó la presencia de las especies del género Bifidobacterium (Burgos y 

cols., 2014, comunicación personal) en muestras de saliva de 10 niños chilenos 

libres de caries y 10 niños chilenos con lesiones de caries profundas. Además, se 

estudiaron las especies de Bifidobacterium presentes en la saliva de adultos sin 

lesiones de caries y con lesiones de caries profundas (Pérez y cols., 2014, 

comunicación personal). En la saliva de los niños con lesiones de caries, B. dentium 

fue la especie más frecuentemente aislada; en cambio en la saliva de los adultos 

con lesiones de caries, B. dentium, B. longum y B. adolescentis fueron las especies 

más predominantes. 

De acuerdo con lo descrito anteriormente, L. casei y B. dentium han sido 

especies frecuentemente aisladas desde lesiones de caries profundas y muestras 

salivales de individuos con lesiones de caries, lo cual nos indica que estos 

patobiontes poseen mecanismos de adaptación para sobrevivir en este ambiente, 

así como mecanismos de interacción para coexistir. Algunas de las estrategias 

descritas que facilitan la permanencia de estos microorganismos son la resistencia 

a ácido, la capacidad de adherirse y la formación de biopelículas.  

1.5 Formación de Biopelículas e Interacciones Bacterianas 

En la cavidad oral, la mayoría de los microorganismos se encuentran 

asociados en biopelículas, las cuales corresponden a comunidades bacterianas 

organizadas en una matriz extracelular de diferentes tipos de biopolímeros. Así, la 

matriz está compuesta por polisacáridos, proteínas, ácidos nucleicos y lípidos 
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provenientes de las células del hospedero y/o de los microorganismos presentes en 

la cavidad oral (Flemming y Wingender, 2010; Jenkinson, 2011). Los diferentes 

biopolímeros forman un andamio para la arquitectura tridimensional de la biopelícula 

y son responsables de la adhesión a las superficies, agregación bacteriana y de la 

co-adhesión dentro de ella. También actúan como barrera protectora, retienen agua, 

ayudan en la absorción de componentes orgánicos e inorgánicos, poseen actividad 

enzimática y son una fuente de nutrientes. Además, inmovilizan a los 

microorganismos de la biopelícula y los mantiene próximos, permitiendo 

interacciones entre ellos, como la comunicación metabólica, intercambio genético y 

la formación de un micro-consorcio sinérgico (Hojo y cols., 2009; Flemming y 

Wingender, 2010). Según Kutsch (2014), las biopelículas son una colección de 

microorganismos diferentes, pero que colectivamente se comportan como un 

“súper-organismo”. 

En la cavidad oral, son numerosas las ventajas que obtienen los 

microorganismos al estar organizados en biopelículas y no de forma planctónica, ya 

que se encuentran continuamente sometidos a cambios, incluyendo variaciones en 

la disponibilidad de nutrientes y oxígeno, fluctuaciones de pH, así como expuestos 

a las propiedades antimicrobianas de la saliva (revisado en Wright y cols., 2013).  

La formación de la biopelícula dental se inicia con la adhesión reversible de 

los colonizadores primarios a la película salival adquirida que se formó en la 

superficie dentaria, formando una monocapa de microorganismos (Figura 4). La 

película salival adquirida corresponde a una delgada capa de proteínas salivales 

que se deposita y adsorbe rápidamente en la superficie dentaria, incluso después 

de haber sido cepillada meticulosamente (Hojo y cols., 2009; Jenkinson, 2011). 

Luego mediante la co-adhesión, que corresponde a la unión de los colonizadores 

secundarios a las células ya adheridas, se forman multicapas celulares que 

permiten la creación de una matriz celular. A continuación, ocurre el crecimiento y 

multiplicación celular, y en ocasiones el desprendimiento de algunos 

microorganismos (Figura 4) (Marsh, 2006; Ávila y cols., 2009).  

Las condiciones ambientales se modifican durante el desarrollo de la 

biopelícula debido al metabolismo de los colonizadores primarios, los cuales, al ser 
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anaerobios facultativos agotan el oxígeno y producen dióxido de carbono e 

hidrógeno, creando un entorno más adecuado para el crecimiento de los 

colonizadores posteriores, donde la mayoría son estrictamente anaerobios y 

capaces de sobrevivir en un ambiente de menor pH (Marsh, 2003).  

 

Figura 4. Representación esquemática de la formación de biopelículas en la superficie del diente y 

los posibles roles de las interacciones bacterianas. A. En la biopelícula dental generalmente se 

adhieren los colonizadores primarios. B. La co-agregación contribuye a la unión y colonización 

secuencial de microorganismos. C. Las interacciones bacterianas incluyen la comunicación 

metabólica y el intercambio genético. El desarrollo de una biopelícula con una alta densidad de 

células bacterianas aumenta la concentración de moléculas de señalización y funciona como una 

barrera contra factores nocivos como antibióticos y oxígeno (Modificado de Hojo y cols., 2009). 

Las enfermedades mediadas por biopelículas se producen debido a 

desequilibrios en la microbiota residente, debido a un enriquecimiento de 

microorganismos patógenos (Marsh y cols. 2006). Para mantener el equilibrio 

ecológico dentro de las comunidades microbianas se producen interacciones 

competitivas o cooperativas, es decir, se producen intercambios metabólicos entre 

los microorganismos de una misma o diferente especie (Figura 4) (Jenkinson, 2011; 

Guo y cols., 2014).  

Por otra parte, para coordinar las respuestas a los cambios ambientales, 

comportamiento fisiológico y patogénesis, se ha descrito que la integridad de la 

comunidad en la biopelícula se mantiene mediante adhesión intermicrobiana y 

sistemas de comunicación complejos (señalización intercelular). Existen 
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interacciones dependientes de contacto como la señalización célula-célula, la cual 

se produce en respuesta a la asociación física de los microorganismos con los 

tejidos del hospedero o con superficies celulares bacterianas, pero también 

encontramos interacciones independientes de contacto como la comunicación 

metabólica y el quorum sensing (Blango y Mulvey, 2009; Wright y cols., 2013). Se 

han estudiado numerosas interacciones bacterianas presentes entre distintas 

especies de la cavidad oral, sin embargo, aún no existen estudios publicados sobre 

el sistema de comunicación existente entre especies del género Lactobacillus y 

Bifidobacterium.  

1.6 Señalización Intercelular: Quorum Sensing 

La señalización intercelular permite a los residentes de la comunidad 

microbiológica modular la expresión génica, de acuerdo con las condiciones del 

entorno, y coordinar sus comportamientos en la regulación de expresión de factores 

de virulencia, adaptación metabólica, iniciación de competencia y en el desarrollo 

de la biopelícula (Guo y cols., 2014).  

La señalización independiente de contacto, mediada por moléculas difusibles 

de autoinducción o quorum sensing es un proceso de comunicación química 

bacteriana que controla de manera sincronizada la expresión génica frente a cambios 

en la densidad celular y complejidad de las especies de una población, siendo el 

comportamiento bacteriano al unísono y colectivo (Ng y Bassler, 2009). Este sistema 

influye en funciones como la virulencia, tolerancia ácida y formación de biopelículas, y 

es considerado una de las funciones importantes de los microorganismos dentro de la 

comunidad, ya que en una biopelícula existe una alta densidad celular (Hojo y cols., 

2009).  

Existen moléculas de bajo peso molecular, sintetizadas intracelularmente, 

denominadas autoinductores, las cuales son liberadas al exterior aumentando en 

cantidad a medida que aumenta el número de células. Cuando la concentración 

extracelular de estas moléculas sobrepasa el umbral mínimo requerido para la 

detección, se unen a receptores afines y se activan las cascadas de transducción de 

señales provocando cambios en la expresión génica de toda la población (Ng y 

Bassler, 2009).  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ng%20WL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19686078
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bassler%20BL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19686078
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ng%20WL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19686078
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bassler%20BL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19686078
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Los microorganismos Gram positivo se comunican mediante autoinductores, 

por dos sistemas diferentes de señalización. El primero descrito consiste en 

oligopéptidos codificados genéticamente como autoinductores, denominados 

Péptidos de Autoinducción (Ng y Bassler, 2009; Guo y cols., 2014). Esta 

comunicación ha sido descrita en S. mutans y S. gordonii para intercambio genético 

y potenciar la virulencia (Wright y cols., 2013). El segundo sistema, implica una 

familia de moléculas de señalización producidas por la enzima LuxS, denominadas 

autoinductores-2 (AI-2). Tal como se puede observar en la Figura 5, la enzima LuxS 

produce 4,5-dihidroxilo-2,3-pentanodiona (DPD), el cual corresponde a un precursor 

que genera un grupo de moléculas interconvertibles de furanosilo denominadas 

genéricamente como AI-2. DPD es producido desde S-ribosil-homocisteína (SRH), 

el que es hidrolizado por la enzima LuxS produciendo homocisteína y DPD, el cual 

es inestable y espontáneamente se convierte en distintas moléculas de AI-2 (Sun y 

cols., 2004; Buck y cols., 2009; Ng y Bassler, 2009). Esta reacción, catalizada por 

la enzima LuxS, es una etapa del Ciclo Metilo Activado, el cual es una vía metabólica 

importante para la biosíntesis de metionina de novo (Hardie y Heurlier, 2008). 

AI-2, como molécula de señalización, regula la expresión de diversos fenotipos 

como factores de virulencia, procesamiento de ADN, morfología celular, motilidad, 

formación de biopelículas, producción de toxinas, producción de luminiscencia y 

división celular (revisado en Buck y cols., 2009). Se ha visto también que el 

metabolismo de carbohidratos está integrado con los sistemas de señalización vía AI-

2; las condiciones ambientales que perduran por un tiempo prolongado, 

influenciadas por la dieta, pueden tener un papel importante en la actividad de 

regulación génica dentro de la comunidad microbiana. Diferentes carbohidratos 

influyen en la expresión de vías metabólicas específicas y tienen un impacto sobre 

los mecanismos que controlan la integridad celular y la secreción de la matriz 

extracelular en la biopelícula (Wright y cols., 2013). 

McNab y cols. (2003), identificaron que S. gordonii DL1 posee un gen luxS 

funcional y por ende también la proteína LuxS, cuya vía controla aspectos importantes 

del metabolismo de carbohidratos y la formación de biopelículas mixtas entre S. 

gordonii y P. gingivalis. Se sugirió que esta comunicación interespecies mediada por 
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AI-2 podría jugar un papel central en el procesamiento de carbohidratos y en la 

formación de biopelículas mixtas. 

 

Figura 5. Ciclo Metilo Activado y síntesis de AI-2. A partir de Metionina (MET) se produce el donador 

de grupos metilos activados, denominado SAM (S-adenosil-metionina). Producto de una reacción 

esta molécula se convierte en SAH (S-adenosil-homocisteína), la cual mediante una nucleosidasa 

(Pfs) libera adenina y forma SRH (S-ribosil-homocisteína). Luego mediante la enzima LuxS se 

obtiene DPD y Homocisteína (que puede volver a entrar en la biosíntesis de MET de novo). DPD se 

somete a reacciones de ciclación espontánea para formar moléculas relacionadas estructuralmente 

que poseen actividad de AI-2, como MHF (4-hidroxi-5-metil-3 (2H) furanona), R-THMF ((2R,4S)-2-

metil-2,3,3,4-tetrahidroxitetrahidrofurano y S-THMF-borato (Furanosil Borato Diéster) (en cuadro 

rojo) (Modificado de Sun y cols., 2004; Hardie y Heurlier, 2008). 

Originalmente, AI-2 fue descrito en el microorganismo marino Vibrio harveyi, 

controlando la expresión de luminiscencia (Bassler y cols., 1993), sin embargo, se 

ha encontrado que más de 50 especies bacterianas Gram positivo y Gram negativo 

producen AI-2 (Rickard y cols., 2006), además ha sido caracterizada como la molécula 

de señalización universal en la regulación de la formación de biopelículas 

multiespecies (revisado en Guo y cols., 2014). Más aún en la actualidad, se ha 
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descubierto que varias especies de la cavidad oral producen AI-2, incluyendo a S. 

mutans, S. oralis, S. gordonii, Porphyromonas gingivalis y Aggregatibacter 

actinomycetemcomitans (Chung y cols., 2001; Merritt y cols., 2005, Rickard y cols., 

2006; Cuadra-Saenz y cols., 2012; Wright y cols., 2013). De hecho, cepas de 

Bifidobacterium spp. y Lactobacillus spp. comensales intestinales poseen ortólogos 

del gen luxS y pueden producir AI-2 (De Keersmaecker y Vanderleyden, 2003; Sun y 

cols., 2004; Lebeer y cols., 2007b). 

Algunos investigadores proponen a esta molécula de señalización como un 

modulador de la composición y dinámica de la comunidad microbiana, ya que en altas 

concentraciones podría asociarse a la transición desde una comunidad beneficiosa a 

una patogénica (Rickard y cols., 2006; Kolenbrander y cols., 2010).  

Se ha establecido que la concentración de AI-2 es crítica en el mutualismo 

interespecies (Guo y cols., 2014). En el contexto de la cavidad oral, la acumulación 

de señal y la distancia a la cual se logra alcanzar el umbral mínimo requerido, 

pueden ser muy pequeñas. Cuando las bacterias están reunidas mediante co-

agregación, la concentración umbral efectiva de AI-2 se puede alcanzar con una 

menor producción de esta molécula que cuando los microorganismos se encuentran 

más separados (Kolenbrander y cols., 2010). 

Kolenbrander y cols. (2010), plantearon un modelo donde establecen que a 

medida que se incrementa la biomasa (menor distancia entre los distintos 

microorganismos) en la superficie del diente, la concentración local de AI-2 

aumentaría, provocando que las especies patógenas inicien cambios en la 

expresión génica y las bacterias comensales podrían ser inhibidas a tales niveles 

de AI-2. El cepillado y el uso de seda dental eliminarían gran parte de la biomasa, 

por lo que disminuiría la concentración local de AI-2 y los microorganismos 

comensales dominarían nuevamente.  

Rickard y cols. (2008), demostraron que AI-2 es importante en el mutualismo 

entre S. oralis y Actinomyces oris, además de ser capaz de promover el crecimiento y 

desarrollo de biopelículas duales entre estas especies. Estos autores también 
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proponen que las bajas concentraciones de AI-2 contribuirían al establecimiento de 

biopelículas comensales.  

Como se indicó anteriormente, existen algunos estudios que describen la 

presencia de quorum sensing mediado por AI-2 en Lactobacillus spp. y 

Bifidobacterium spp.  

Lebeer y cols. (2007a) analizaron la capacidad de formación de biopelículas 

in vitro de L. rhamnosus GG (ATCC 53103), una cepa probiótica aislada desde 

microbiota intestinal humana sana, estableciendo que se ve condicionada por 

factores ambientales como el pH, osmolaridad, la presencia de bilis y mucinas. En 

otro estudio se demostró que la secuencia aminoacídica de LuxS de L. rhamnosus 

GG es 96% idéntica a LuxS de L. casei ATCC 334 y 80% a LuxS de L. plantarum 

WCFS1 (Lebeer y cols., 2007b). Además, establecieron que L. rhamnosus GG 

produce AI-2 a través de la enzima LuxS y que una mutación en el gen luxS afecta 

la capacidad de adhesión y formación de biopelículas monoespecies in vitro (Lebeer 

y cols., 2007b) e in vivo afecta la adhesión y supervivencia de esta especie en el 

aparato gastrointestinal de roedores (Lebeer y cols., 2008).  

Moslehi-Jenbian y cols. (2009), evaluaron el efecto del estrés ácido sobre L. 

rhamnosus, L. salivarius, Lactobacillus acidophilus y Lactobacillus johnsonii, 

determinando que las 4 especies producen AI-2 y que al disminuir el pH del medio 

L. rhamnosus y L. acidophilus aumentan significativamente la concentración de AI-

2, sugiriendo que el sistema LuxS responde frente al estrés ácido en estos 

microorganismos. Asimismo, en otro estudio se comprobó que la cepa de L. 

acidophilus con una mutación del gen luxS no produce AI-2 y existe un descenso 

significativo en la adhesión in vitro de esta bacteria (Buck y cols., 2009). 

Por otro lado, Sun y cols. (2014) analizaron la presencia del gen luxS en 

miembros del género Bifidobacterium gastrointestinales (B. longum NCC2705, B. 

longum E18 y B. bifidum S17), encontrando que poseían genes luxS cuyas 

proteínas LuxS codificadas eran de secuencia similar a la de V. harveyi. Junto con 

esto, determinaron que B. longum y B. bifidum presentan actividad AI-2 dependiente 

de LuxS. A su vez, en otra investigación se cocultivó B. longum NCIMB8809 y B. 
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breve NCIMB8807 para evaluar los cambios en la fisiología de ambas cepas al 

cultivarse juntas. En este ensayo, 16 proteínas cambiaron drásticamente su 

expresión en comparación con el monocultivo de cada especie, indicando que eran 

capaces de comunicarse entre ellas e influir en su fisiología (Ruiz y cols., 2009).  

En el laboratorio de Bioquímica y Biología Oral se comprobó que la cepa B. 

dentium ATCC 27534 es capaz de producir y secretar AI-2 funcional al medio 

externo, siendo esta molécula potenciadora de la adherencia y formación de 

biopelículas in vitro de B. dentium (García, 2017). Del mismo modo, se confirmó que 

la cepa L. casei ATCC 4646 también produce y secreta AI-2 funcional, favoreciendo 

su propia adhesión y formación de biopelículas in vitro (Villarroel, 2017). 

Todos estos estudios muestran que tanto L. casei como B. dentium tendrían 

incorporado el sistema LuxS y serían capaces de producir AI-2 funcional, sin 

embargo, a la fecha no existen estudios sobre la comunicación interespecie entre 

estos microorganismos, la cual podría estar modulada mediante este sistema, 

teniendo un efecto sobre la adhesión y posterior formación de biopelículas. En base 

a todos estos antecedentes y a la coexistencia de estas especies en lesiones de 

caries profundas, se propone que L. casei y B. dentium serían capaces de 

establecer comunicación entre ellas. Esta comunicación sería a través de 

mecanismos de quorum sensing, específicamente mediado por la molécula de AI-

2. Esta interacción podría concederles ventajas fisiológicas y promover su 

permanencia en las lesiones de caries, ya que el sistema LuxS se encuentra 

involucrado en procesos claves de colonización, como la adhesión y formación de 

biopelículas. En este estudio se analizó el efecto que posee B. dentium ATCC 27534 

sobre estos procesos en la cepa de L. casei ATCC 4646, ambos microorganismos 

aislados desde lesiones de caries. 
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2. HIPÓTESIS 

La molécula autoinductor-2 producida por Bifidobacterium dentium ATCC 

27534 posee un efecto potenciador en la adherencia y formación de biopelículas de 

Lactobacillus casei ATCC 4646.  

3. OBJETIVO GENERAL 

Analizar el efecto de autoinductor-2 producido por Bifidobacterium dentium 

ATCC 27534 en la adhesión y formación de biopelículas de Lactobacillus casei 

ATCC 4646. 

4. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

a) Determinar la presencia y funcionalidad de autoinductor-2 en el 

sobrenadante de Bifidobacterium dentium ATCC 27534. 

b) Estudiar el efecto de Bifidobacterium dentium ATCC 27534 y su 

autoinductor-2 en la adhesión de Lactobacillus casei ATCC 4646. 

c) Estudiar el efecto de Bifidobacterium dentium ATCC 27534 y su 

autoinductor-2 en la formación de biopelículas de Lactobacillus casei 

ATCC 4646. 
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5. MATERIALES Y MÉTODOS  

5.1 Tipo de Estudio Realizado 

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

cuyos protocolos se encuentran aprobados por el Comité Institucional de 

Bioseguridad (Anexo 1). Corresponde a un estudio de tipo experimental (analítico y 

prospectivo). 

5.2 Cepas Bacterianas y Condiciones de Cultivo 

Lactobacillus casei: Cepa obtenida de la American Type Culture Collection 

(L. casei ATCC® 4646™) aislada a partir de una lesión de caries dental. Se cultivó 

en medio sólido Mann Rogosa Sharpe (52 g/L MRS y 15 g/L BactoTM Agar, pH 6,2, 

Oxoid, UK) y también en medio líquido (52 g/L MRS). Se cultivaron por diferentes 

tiempos dependiendo de los requisitos del experimento (mínimo durante 16 horas), 

en condiciones anaeróbicas utilizando sobres AnaeroPack–AnaeroMGC® a 37°C 

(Piwat y cols., 2010). 

Bifidobacterium dentium: Cepa obtenida de la American Type Culture 

Collection (B. dentium ATCC® 27534™) aislada a partir de una lesión de caries 

dental. Se cultivó en placas de medio MRS suplementado con L-cisteína (MRSc) 

(52 g/L MRS, 15 g/L BactoTM Agar, 0,5 g/L de L-cisteína, pH 6,2, Oxoid, UK) y en 

medio líquido MRSc (52 g/L MRS y 0,5 g/L de L-cisteína) por diferentes tiempos 

dependiendo de los requisitos del experimento, en condiciones anaeróbicas 

utilizando sobres AnaeroPack–AnaeroMGC® a 37°C (Sun y cols., 2014).  

Vibrio harveyi: Cepa reportera obtenida de la ATCC (V. harveyi ATCC® BAA-

1117TM). Se cultivó en condiciones aeróbicas, en medio AB (Autoinducer Bioassay 

Medium) sólido (1,75% p/v NaCl, 1,23% p/v MgSO4, 0,2% p/v Casaminoácidos, 10 

mM K3PO4, 1 mM L-arginina, 1% v/v glicerol, 1,5% p/v agar) y líquido (1,75% p/v 

NaCl, 1,23% p/v MgSO4, 0,2% p/v Casaminoácidos, 10 mM K3PO4, 1 mM L-arginina, 

1% v/v glicerol, pH 7,5) a 30°C en condiciones estáticas, durante 16 horas (Bassler 

y cols., 1997; De Keersmaecker y Vanderleyden, 2003).  

Para estandarizar todas las muestras, se controló el crecimiento bacteriano 
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midiendo la Densidad Óptica (D.O.) a 600 nm utilizando el Espectrofotómetro UV/Vis 

UNICAM UV2. 

5.3 Procedimientos 

5.3.1 Preparación sobrenadante de B. dentium ATCC 27534 

El procedimiento para obtener el sobrenadante de los cultivos líquidos de B. 

dentium se llevó a cabo como describió Buck y cols. (2009). La cepa de B. dentium 

fue cultivada en medio MRS modificado con galactosa al 2% (MRSm: 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 CH3COONa x 3H2O, 2 g/L citrato de 

triamonio, 0,2 g/L MgSO4 x 7H2O, 0,05 g/L MnSO4 x 4H2O) y suplementado con 0,5 

g/L L-cisteína en condiciones anaeróbicas a 37°C por diferentes tiempos 

dependiendo de los requisitos del experimento (0, 2, 4 ,6, 8 y 16 horas); corresponde 

a un medio modificado, ya que como establece Sun y cols. (2014) la glucosa 

produce un catabolito represor de la producción de luminiscencia por la cepa 

reportera V. harveyi.  

Cada 2 horas, se colectaron alícuotas de 4 mL de cultivo y se midió la D.O.600 

para registrar el crecimiento en 6 tiempos diferentes. Luego, mediante 

centrifugación (Universal 320R HETTICH®, 7.690 g durante 6 minutos a 4°C) se 

obtuvieron los sobrenadantes libres de células y se neutralizó el pH de cada uno 

con NaOH estéril (medido con pHmetro), ya que V. harveyi no es viable en el medio 

ácido producido por B. dentium (Sun y cols., 2014). Posterior a esto, los 

sobrenadantes se esterilizaron mediante filtros de membrana con tamaño de poro 

0,22 µm (Syringe Filter, BIOFIL®) y fueron refrigerados a -20°C hasta su uso. 

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

La presencia y actividad de AI-2 se detectó utilizando la cepa reportera Vibrio 

harveyi BB170, la cual produce luminiscencia en presencia de esta molécula (De 

Keersmaecker y Vanderleyden, 2003; Taga y Xavier, 2011).  

Se cultivó la cepa reportera durante 16 horas a 30°C en medio AB líquido. 

Posteriormente, se realizó un lavado de las células mediante centrifugación (6.080 
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g durante 10 minutos a 4°C) y resuspensión en medio AB fresco a una D.O.600 de 

0,5 y finalmente los cultivos fueron diluidos en una proporción de 1/1.000 en medio 

AB (Buck y cols., 2009).   

El sobrenadante de B. dentium libre de células y estéril (centrifugado, 

neutralizado con NaOH y filtrado) obtenido en 6 tiempos distintos, se mezcló con V. 

harveyi en proporción 1:9, respectivamente, en una placa de poliestireno de 96 

pocillos negra (Cell Culture Plate, NUNC®) (De Keersmaecker y Vanderleyden, 

2003). La luminiscencia se midió cada 5 minutos durante 6 horas en el lector de 

placas Synergy HT BIOTEK®, el cual se encontraba a 30°C. Se cuantificó la 

actividad de AI-2 como Unidades Relativas de Luminiscencia (U.R.L.) (Sun y cols., 

2014).  

Se consideraron los siguientes controles (Tabla 1): 

Tabla 1. Controles considerados en el ensayo de luminiscencia de V. harveyi. 

CONTROL RELACIÓN 9:1 

Blanco Medio AB + Medio MRSm 

Negativo V. harveyi en medio AB + Medio MRSm 

Positivo V. harveyi en medio AB + AI-2 sintetizado 

químicamente (5 µM) en medio MRSm 

El experimento se realizó por triplicado, obteniéndose el promedio y 

desviación estándar en cada caso. 

5.3.3 Obtención y preparación de saliva humana 

Para los ensayos de adhesión y formación de biopelículas se requirió de una 

muestra de saliva humana no estimulada como medio de suspensión, la cual fue 

preparada como lo describe Cuadra-Saenz y cols. (2012). Este protocolo se 

encuentra aprobado por el Comité Ético Científico de la Facultad de Odontología de 

la Universidad de Chile (Anexo 2).  
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La saliva se recolectó de cinco donantes adultos sanos (sin enfermedades 

sistémicas, sin enfermedad de caries ni enfermedad periodontal, no fumadores, sin 

consumo de medicamentos al momento de la recolección y no hayan recibido 

aplicación de flúor en el último mes). Se solicitó a los donantes no consumir ningún 

alimento o bebida ni haberse cepillado los dientes durante las 2 horas previas a la 

recolección de saliva. Se obtuvo el Consentimiento Informado de cada donante 

(Anexo 3). El examen clínico y la recolección de muestras fueron realizados por un 

Cirujano Dentista de la Facultad de Odontología de la Universidad de Chile, en el 

servicio de diagnóstico de la Clínica Odontológica. 

Se recolectaron aproximadamente 10 mL de saliva de cada donante, en 

tubos cónicos estériles y se mantuvieron a 4°C durante aproximadamente 10 

minutos hasta su procesamiento en el laboratorio. Las muestras de los donantes 

fueron mezcladas entre sí y se añadió DTT (Ditiotreitol) a una concentración final de 

2,5 mM. La mezcla obtenida fue centrifugada a 14.000 g durante 30 minutos a 4°C 

y el sobrenadante resultante se almacenó a -20°C. Cuando fue requerida la muestra 

de saliva-DTT, esta se llevó a temperatura ambiente para luego ser esterilizada 

mediante un filtro de membrana con tamaño de poro 0,22 µm (Syringe Filter, 

BIOFIL®). 

5.3.4 Ensayos de adherencia de L. casei ATCC 4646  

Se determinó la adhesión bacteriana de L. casei ATCC 4646 durante la 

formación inicial de la biopelícula, después de 22 horas de incubación, como 

describe He y cols. (2015). El cultivo líquido de L. casei, fue centrifugado (6.080 g 

durante 10 minutos a 4°C), para luego eliminar el sobrenadante, lavarlo y 

resuspenderlo en tampón PBS estéril (Phosphate Buffered Saline, 138 mM NaCl, 3 

mM KCl, 8,1 mM Na2HPO4, 1,5 mM K2HPO4, pH 7,4), dejando el cultivo a una 

D.O.600 final de 1,0. El cultivo de L. casei resuspendido fue inoculado en placas de 

poliestireno de 96 pocillos transparente (Orange Scientific®), utilizando como medio 

20 µL de saliva.  

Para analizar el efecto de AI-2 y del sobrenadante de cultivo de B. dentium 

ATCC 27534 (obtenido en la sección 5.3.1) en la adherencia de L. casei, se 
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conformaron los siguientes grupos experimentales, tal como se muestra en la Figura 

6. 

                    

Figura 6. Esquema de grupos experimentales por cuadriplicado para el ensayo de adhesión. 

a) Rojo (blanco experimental): 20 µL saliva + 70 µL MRS + 10 µL PBS. 

b) Naranjo: 20 µL saliva + 70 µL MRS + 10 µL L. casei en PBS. 

c) Amarillo: 20 µL saliva + 60 µL MRS + 10 µL L. casei en PBS + 10 µL 

sobrenadante de L. casei. 

d) Verde: 20 µL saliva + 60 µL MRS + 10 µL L. casei en PBS + 10 µL 

sobrenadante de B. dentium (tiempo final). 

e) Morado: 20 µL saliva + 60 µL MRS + 10 µL L. casei en PBS + 10 µL DPD 

10 µM. 

f) Azul: 20 µL saliva + 60 µL MRS + 10 µL L. casei en PBS + 10 µL DPD 

100 µM. 

g) Celeste: 20 µL saliva + 60 µL MRS + 10 µL L. casei en PBS + 10 µL DPD 

1000 µM. 

Como se puede observar, solo se utilizó el sobrenadante final de B. dentium, 

ya que, según los resultados obtenidos en el ensayo de luminiscencia, este último 

presentaba mayor cantidad de AI-2 en comparación con los 5 tiempos anteriores. 

También se obtuvieron 3 grupos experimentales a los cuales se les añadió DPD 

sintetizado químicamente (OMM Scientific), que se interconvierte espontáneamente 

a AI-2, a distintas concentraciones finales 1 µM, 10 µM y 100 µM (Lebeer y cols., 

2007b). 
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Las placas se incubaron a 37°C en anaerobiosis durante 22 horas sin 

agitación para esperar la adherencia bacteriana a los pocillos. 

Luego de la incubación, el medio fue desechado y cada pocillo se lavó 

cuidadosamente tres veces con 100 µL de PBS estéril para eliminar las células no 

adheridas. Posteriormente, se agregó a cada pocillo 65 µL de PBS y 30 µL de MRS. 

Para determinar la adhesión bacteriana se utilizó el ensayo MTT según las 

instrucciones del fabricante, agregando a los pocillos 5 µL del reactivo MTT amarillo 

[bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazoilo] (Cell Proliferation Kit, 

Sigma®). Nuevamente las placas fueron incubadas, durante 3 horas en condiciones 

anaeróbicas a 37°C. Pasado este tiempo se formaron cristales de sal púrpura los 

que son insolubles en solución acuosa, por lo que se agregó el reactivo solubilizante 

(10% SDS en 0,01M HCl) para resuspender el precipitado del reactivo MTT y 

finalmente incubarlos toda la noche a 37°C (He y cols., 2015). 

Finalmente, se cuantificaron los resultados midiendo la D.O.550 en el lector de 

placas Synergy HT (Biotek®).  

5.3.5 Formación de biopelículas de L. casei ATCC 4646 

El análisis de formación de biopelículas se llevó a cabo como lo describe 

Lebeer y cols. (2007b) con ciertas modificaciones. Se cultivó L. casei a 37°C en 

condiciones anaeróbicas durante 24 horas. El cultivo líquido de L. casei fue 

centrifugado (6.080 g durante 10 minutos a 21°C), para posteriormente desechar el 

sobrenadante, ser lavado y resuspendido en PBS a una D.O.600 de 0,6. 

Paralelamente, se preincubaron 6 cubreobjetos circulares pequeños 

cubiertos por completo con la muestra de saliva-DTT a temperatura ambiente por 3 

horas en agitación orbital, para permitir la adhesión de las proteínas salivales a la 

superficie de los cubreobjetos de vidrio. Pasado este tiempo, los 6 cubreobjetos 

fueron colocados en una placa de poliestireno de 24 pocillos (Corning Inc, 

COSTAR® 3524), donde se formaron los siguientes grupos experimentales: 
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Figura 7. Esquema de grupos experimentales para ensayo de formación de biopelículas. 

a) Rojo: 350 µL MRS + 50 µL PBS + 100 µL saliva. 

b) Naranjo: 350 µL MRS + 50 µL L. casei en PBS + 100 µL saliva. 

c) Amarillo: 300 µL MRS + 50 µL L. casei en PBS + 50 µL sobrenadante de 

L. casei + 100 µL saliva. 

d) Verde: 300 µL MRS + 50 µL L. casei en PBS + 50 µL sobrenadante de B. 

dentium (tiempo final) + 100 µL saliva. 

e) Morado: 300 µL MRS + 50 µL L. casei en PBS + 50 µL DPD 10 µM + 100 

µL saliva. 

f) Azul: 300 µL MRS + 50 µL L. casei en PBS + 50 µL DPD 100 µM + 100µL 

saliva. 

Al igual que en el ensayo de adherencia solo se utilizó el sobrenadante final 

de B. dentium, ya que, según los resultados del ensayo de luminiscencia, este último 

era el que presentaba mayor cantidad de AI-2. Dos de los grupos experimentales 

fueron inoculados con AI-2 sintetizado químicamente (OMM Scientific) a 

concentraciones finales de 1 µM y 10 µM.  

La placa de 24 pocillos se dejó incubar a 37°C en anaerobiosis, en 

condiciones estáticas, durante 6 días para esperar la formación de biopelícula de L. 

casei.  

Luego de la incubación se retiró el sobrenadante de los pocillos dejando 

únicamente los cubreobjetos en el fondo, para agregar 500 µL de PBS estéril a cada 

uno y agitar la placa orbitalmente en una Agitadora Orbital (3D Sunflower Mini-

Shaker, BIOSAN®), repitiendo este procedimiento dos veces. Posteriormente se 
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retiraron los 6 cubreobjetos, dejándolos en Glutaraldehído al 2,5% p/v (fijador de 

muestras) en agitación orbital durante 2 horas.  

 Finalmente, las muestras fueron procesadas en el Laboratorio de 

Microscopía Electrónica de Barrido de la Facultad de Odontología de la Universidad 

de Chile y se analizaron en el microscopio JEOL modelo JSM-IT300LV. Las 

imágenes obtenidas fueron analizadas de forma descriptiva. 

5.3.6 Análisis Estadísticos 

El ensayo de luminiscencia fue realizado por triplicado, mientras que el 

ensayo de adhesión se llevó a cabo múltiples veces, pero el último análisis es el 

que se presenta en este estudio y fue realizado por cuadriplicado. Se establecieron 

los promedios de cada resultado con sus respectivas desviaciones estándar. Para 

evaluar si existió diferencia estadísticamente significativa entre los diferentes 

análisis, se evaluó la normalidad de los datos mediante la prueba de Shapiro-Wilk. 

Como los datos no presentaron distribución paramétrica, se utilizó la prueba de 

Mann-Whitney mediante el programa GraphPad Prism 7.05, 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.  

El ensayo de formación de biopelículas al ser analizado descriptivamente 

solo se realizó una vez. 
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6. RESULTADOS 

6.1 Crecimiento de B. dentium ATCC 27534 

Se realizó una curva de crecimiento de B. dentium ATCC 27534 con la 

finalidad de caracterizar su desarrollo previo a la detección de AI-2, obteniéndose el 

gráfico presentado en la Figura 8, en el cual se observa que a las 16 horas de 

crecimiento ya se había alcanzado la fase estacionaria.  

En Figura 8, se observa la velocidad de crecimiento de cada etapa, 

expresada como el aumento de unidades de absorbancia/horas de incubación. 

Inicialmente se distingue una fase de latencia, adaptación y crecimiento lento, donde 

la velocidad de crecimiento es de 0,0531/h (A). Luego, se alcanza la fase de 

crecimiento exponencial que se prolonga hasta las 8 horas y posee una velocidad 

de 0,2375/h (B). Finalmente se observa la fase estacionaria, donde la velocidad de 

crecimiento disminuye drásticamente a 0,0357/h (C). 

             

Figura 8. Curva de crecimiento de B. dentium ATCC 27534. Velocidades de crecimiento en la fase 

de latencia (A), fase logarítmica (B) y fase estacionaria (C). Tiempos de crecimiento: 0, 2, 4, 6, 8 y 

16 horas. 
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6.2 Presencia y funcionalidad de AI-2 proveniente de B. dentium ATCC 

27534 

Con el objetivo de medir la producción de AI-2 en las diferentes etapas de 

crecimiento de B. dentium ATCC 27534, se analizó la presencia de AI-2 en los 

sobrenadantes libres de células de B. dentium.  

Se cuantificó la actividad de AI-2 como Unidades Relativas de Luminiscencia 

(U.R.L.) (Figura 9). En todos los sobrenadantes de cultivo es posible detectar AI-2, 

sin embargo, a las 0, 2, 4 y 6 horas de crecimiento fueron niveles muy bajos. Por 

otro lado, a las 8 y 16 horas de crecimiento se obtuvieron cantidades significativas 

de AI-2 con respecto al control negativo, donde no existe estímulo (p=0,0022, para 

ambos grupos experimentales). El control positivo, que posee AI-2 sintetizado 

químicamente, también presentó cantidades significativas de luminiscencia con 

respecto al control negativo (p=0,0022). 

              

Figura 9. Cuantificación de luminiscencia producida por V. harveyi ATCC BAA-1117 al ser expuesto 

a los sobrenadantes de B. dentium ATCC 27534 (Bd) en distintos tiempos de crecimiento (0, 2, 4, 6, 

8 y 16 horas). CN: control negativo, CP: control positivo. Promedio +/- desviación estándar. Mann-

Whitney, ** p≤0,01.  

Además, se correlacionó la producción de AI-2 obtenida en los distintos 

sobrenadantes con las etapas de crecimiento de B. dentium. Se percibió mayores 
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niveles de AI-2 a las 8 y 16 horas, correspondientes a la fase estacionaria de 

crecimiento de B. dentium (Figura 10).   

        

Figura 10. Correlación entre la producción de AI-2 y las fases de crecimiento de B. dentium. Tiempos 

de crecimiento: 0, 2, 4, 6, 8, 16 horas. Curva de crecimiento desde las 8 a las 16 horas no se 

encuentra a escala. 

6.3 Efecto de B. dentium ATCC 27534 en la adhesión de L. casei ATCC 

4646 

Para determinar el efecto de B. dentium ATCC 27534 en la adhesión in vitro 

de L. casei ATCC 4646, ésta se analizó en presencia y ausencia del sobrenadante 

(SN) final de B. dentium (16 horas) que contiene AI-2, de acuerdo con los resultados 

presentados en la sección 6.2. Además, se estudió el efecto del sobrenadante de la 

misma cepa de L. casei, positivo para la presencia de AI-2 mediante el ensayo con 

la cepa reportera V. harveyi (dato no mostrado). 

Mediante el ensayo MTT se observó cualitativamente la capacidad de 

adhesión de este microorganismo, según la intensidad de color de cada grupo 

experimental como se observa en la Figura 11. A mayor intensidad, mayor cantidad 

de células viables adheridas al pocillo de la placa de poliestireno, ya que el reactivo 

solo es internalizado y transformado en Formazán por células viables. 



34 
 

Se puede establecer que el blanco (Figura 11A), no presenta coloración 

púrpura pues no existen células adheridas; mientras que los demás pocillos si 

poseen una tonalidad púrpura, con diferencia en intensidad.  

   

Figura 11. Fotografía del resultado cualitativo del ensayo de adherencia. La intensidad de color de 

los diferentes grupos experimentales es directamente proporcional a la cantidad de células adheridas 

a la superficie. (A) Blanco; (B) L. casei; (C) L. casei + SN L. casei; (D) L. casei + SN final B. dentium; 

(E) L. casei + DPD 10 µM; (F) L. casei + DPD 100 µM; (G) L. casei + DPD 1000 µM. 

Los resultados cuantitativos del ensayo de adherencia se presentan en la 

Figura 12, donde se observa una mayor adhesión en el grupo experimental con DPD 

a concentración final de 1 µM, seguido por el grupo con DPD a concentración final 

de 10 µM y por el grupo con el SN de B. dentium, todos ellos presentan una 

diferencia estadísticamente significativa al compararlos con la condición 

experimental de adhesión de L. casei sin estímulo (p=0,0286, para los tres grupos 

experimentales). Una menor adhesión se observó en el grupo que posee DPD a 

una concentración final de 100 µM (p=0,0286) y en aquel grupo que posee el SN de 

L. casei no se observó una diferencia estadísticamente significativa. 

Se puede observar una menor adhesión en el grupo que posee el SN de L. 

casei comparado con el grupo que posee el SN de B. dentium, sin embargo, esta 

diferencia no fue estadísticamente significativa. El efecto del sobrenadante de B. 
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dentium sobre la adhesión in vitro de L. casei ATCC 4646 sería similar al efecto 

observado al utilizar DPD 10 µM final. 

 

          

Figura 12. Cuantificación de la absorbancia (Densidad Óptica) obtenido del análisis de adherencia 

de L. casei ATCC 4646 in vitro. Lc: L. casei, SN Lc: sobrenadante L. casei, SN Bd 16h:  sobrenadante 

de B. dentium a las 16 horas. Promedio +/- desviación estándar. Mann-Whitney, * p≤0,05.  

6.4 Efecto de B. dentium ATCC 27534 en la formación inicial de 

biopelícula de L. casei ATCC 4646 

Con la finalidad de determinar el efecto que produce AI-2 en la formación 

inicial de biopelícula in vitro de L. casei ATCC 4646, se analizó en presencia y 

ausencia de sobrenadante final de B. dentium que contiene AI-2 (sección 6.2). 

Además, se estudió el efecto del sobrenadante de la misma cepa de L. casei. Los 

resultados obtenidos se muestran en la Figura 13.  

En ausencia del estímulo se observan las bacterias de L. casei adheridas a 

la superficie, pero sin formar conglomerados entre ellas (Figura 13A). En las 

imágenes de L. casei con su propio sobrenadante se pueden apreciar pequeños 

conglomerados bacterianos y la presencia de exopolisacáridos (Figura 13B). Sin 

embargo, en la fotomicrografía de L. casei con el sobrenadante final de B. dentium, 
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se aprecia cualitativamente mayor agregación bacteriana y mayor producción de 

exopolisacáridos (Figura 13C), en comparación a las imágenes anteriores.  

Por otro lado, al adicionar DPD sintetizado químicamente se distinguen 

conglomerados bacterianos de mayor tamaño, siendo más grandes a una 

concentración final de 10 µM (Figura 13E) que a 1 µM (Figura 13D). Conjuntamente, 

se aprecia un leve incremento en la formación de matriz extracelular, posiblemente 

exopolisacáridos, lo cual se percibe como una sustancia amorfa adherida a las 

bacterias.  

Es posible observar, en todos los casos, que L. casei mantiene su morfología 

característica de bastón, indicando que la molécula de AI-2 incorporada 

exógenamente, no tendría efectos negativos sobre el tamaño, crecimiento y/o 

división celular de L. casei. 

 1500X 7000X 

A 

  

B 
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Figura 13. Fotomicrografía por Microscopía Electrónica de Barrido (SEM) de L. casei ATCC 4646 

sobre discos de vidrio embebidos previamente con saliva a los 6 días de incubación. Magnificación 

1500X (columna izquierda) y 7000X (columna derecha). (A) L. casei; (B) L. casei + SN L. casei; 

(C) L. casei + SN final B. dentium; (D) L. casei + DPD a 10 µM; (E) L. casei + DPD a 100 µM. 

Punta de flecha roja: conglomerados bacterianos; Flecha amarilla: posibles exopolisacáridos 
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7. DISCUSIÓN 

A medida que aumenta la profundidad de la lesión de caries, disminuye la 

diversidad microbiana, puesto que se genera un ambiente de condiciones más 

extremas (Kianoush y cols., 2014) condicionando la composición cualitativa y 

cuantitativa de la microbiota presente (Marsh y cols., 2003; Kianoush y cols., 2014). 

Por esta razón, en el frente de avance de una lesión, Lactobacillus spp. y 

Bifidobacterium spp. son parte de las especies más frecuentes (Chhour y cols., 

2005; Beighton y cols., 2008; Klinke y cols., 2009; Mantzourani y cols., 2009a). Se 

ha determinado que algunas especies, pertenecientes a estos géneros, presentan 

un sistema de comunicación celular denominado quorum sensing, el cual mediante 

AI-2 dependiente de LuxS, coordinaría diversos comportamientos en respuesta a 

entornos variables (Lebeer y cols., 2007b; Hojo y cols., 2009; Ng y Bassler, 2009; 

Sun y cols., 2014).  

Hasta la fecha, no existen reportes sobre el efecto que posee B. dentium al 

interactuar con L. casei a través de quorum sensing mediado por la molécula de 

señalización celular, AI-2. En este estudio se determinó que AI-2 posee un efecto 

potenciador en la adhesión y posterior formación de biopelícula monoespecie in vitro 

de la cepa L. casei ATCC 4646, así como los sobrenadantes de cultivo de B. dentium 

ATCC 27534 que poseían elevados niveles de esta molécula. Esto permite sugerir 

que AI-2 en los sobrenadantes de B. dentium podría ser responsable de este efecto 

potenciador, y que, por ende, la hipótesis planteada se confirma. 

En un estudio previo en el laboratorio de Bioquímica y Biología Oral se 

determinó que la cepa B. dentium ATCC 27534 es capaz de producir y secretar AI-

2 al medio externo (García, 2017). En la presente investigación, se confirma que la 

cepa B. dentium ATCC 27534 posee el sistema de quorum sensing mediado por la 

vía LuxS/AI-2 funcional. Lo mismo fue descrito para B. longum NCC2705, donde la 

sobreexpresión del gen luxS, aumenta los niveles de AI-2 en los sobrenadantes del 

cultivo de esta cepa. Adicionalmente, se reportó que todas las secuencias 

genómicas disponibles de Bifidobacterium spp. portan genes luxS putativos (Sun y 

cols., 2014). 
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Primero, para determinar si B. dentium ATCC 27534 es capaz de producir AI-

2 y a la vez determinar los niveles de esta molécula en las distintas fases de 

crecimiento del microorganismo, se obtuvieron 6 sobrenadantes libres de células de 

B. dentium. Estos fueron incubados con la cepa reportera V. harveyi ATCC BAA-

1117, la cual produce bioluminiscencia como respuesta a la detección de AI-2 

funcional en el medio externo (De Keersmaecker y Vanderleyden, 2003; Taga y 

Xavier, 2011). La producción significativamente mayor de AI-2 se dio con el 

sobrenadante de 16 horas de cultivo de B. dentium, es decir, en la fase estacionaria 

de crecimiento (Figura 10). Es por esto, que para los ensayos de adherencia y 

formación inicial de biopelícula de L. casei se utilizó el sobrenadante final (16 horas). 

Esto se condice con un estudio que evaluó el efecto de las fases de crecimiento de 

B. longum BBMN68 en la secreción de AI-2, siendo la concentración más alta de AI-

2 al inicio de la fase estacionaria (12 horas de cultivo), para luego decaer a la mitad 

en la fase estacionaria tardía (24 horas de cultivo) (Song y cols., 2018).  

V. harveyi posee dos moléculas de señalización que controlan la 

bioluminiscencia, AI-1 y AI-2. Sin embargo, en la cepa BB170 se encuentra mutado 

el sensor para AI-1, por lo cual responde únicamente a la señal de AI-2 (Bassler y 

cols., 1993). Además, esta cepa es sensible a bajas cantidades de esta molécula y 

su mayor secreción de AI-2 ocurre en la fase estacionaria, es decir, en una alta 

densidad celular (Bassler y cols., 1997; Taga y Xavier, 2011). Cuando se agrega AI-

2 exógeno (por ejemplo, sobrenadantes de B. dentium y DPD) se induce la 

producción de luz antes de que exista una autoinducción por parte de V. harveyi 

(Bassler y cols., 1993), puesto que la producción endógena de AI-2 durante las 

primeras 5 horas de inoculación es mínima (De Keersmaecker y Vanderleyden, 

2003). Por lo tanto, como V. harveyi se cultivó durante 6 horas, es el tiempo 

adecuado para monitorear el efecto de AI-2 exógeno, concluyendo que la cantidad 

detectada en los sobrenadantes es producida exclusivamente por la cepa B. 

dentium. Cabe señalar que la metodología utilizada en este estudio permite detectar 

la presencia de AI-2, pero no establecer la tasa de producción de esta molécula.  

Algunas limitaciones presentes en el ensayo de bioluminiscencia que pueden 

afectar la actividad AI-2, es el pH ácido de los sobrenadantes, los cuales, al ser 

neutralizados previamente, restauran la detección de la molécula a través de la cepa 



40 
 

reportera, pero no completamente (Sun y cols., 2014). Es por esto, que mediante 

este ensayo se puede observar tendencias generales cualitativas, pero no permitiría 

análisis cuantitativos de AI-2 (Turovskiy y Chikindas, 2016). Otro elemento que 

podría afectar los resultados, tal como lo describe De Keersmaecker y Vanderleyden 

(2003), es la suplementación del sobrenadante libre de células con ácido bórico, el 

cual aumentaría la inducción de luminiscencia por parte de V. harveyi, puesto que 

la forma activa de AI-2 más común en el ambiente natural marino de este 

microorganismo es la forma boratada (S-THMF-borato o Furanosil Borato Diéster). 

Probablemente la molécula de AI-2 secretada por B. dentium en este estudio, sea 

la forma no boratada (R-THMF), ya que en ambientes terrestres el boro es limitado 

(Ng y Bassler, 2009); por tanto, para detectar niveles bajos de AI-2, sería de utilidad 

agregar ácido bórico a los sobrenadantes para que, mediante ciclaciones 

espontáneas, esta molécula incorpore boro y aumente la sensibilidad del ensayo. 

La formación de biopelículas es un proceso que consta de ciertas etapas, 

siendo la primera de estas la adhesión a la superficie dentaria, seguido por la 

acumulación bacteriana mediante adherencia intra e interespecies y posterior 

maduración de la biopelícula (Hojo y cols., 2009; He y cols., 2015). Es por esto, que 

el primer ensayo ejecutado en este estudio fue la adhesión in vitro de L. casei.  

Considerando que B. dentium produce mayor AI-2 funcional a las 16 horas 

de cultivo, se procedió a determinar si este sobrenadante era capaz de potenciar la 

adhesión a superficie de L. casei ATCC 4646. Para cuantificar la adhesión se utilizó 

el ensayo MTT. Este ensayo colorimétrico tiene como objetivo la cuantificación 

espectrofotométrica de la proliferación y viabilidad celular, logrando así discriminar 

entre bacterias viables adheridas y aquellas bacterias muertas residuales. Si bien, 

L. casei fue capaz de adherirse in vitro, se determinó que la mayor adhesión celular 

ocurrió en presencia de DPD 1µM (p=0,0286), seguido por DPD 10µM (p=0,0286) 

y por el sobrenadante de cultivo de B. dentium de 16 horas (p=0,0286) (Figura 12).  

El propósito de incluir un grupo experimental del medio condicionado de L. 

casei, fue identificar si existen compuestos secretados por este microorganismo que 

puedan influir en su propia adhesión. En un estudio previo, se identificó que L. casei 

ATCC 4646 es capaz de secretar AI-2 al medio externo e influir positivamente en su 
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adherencia in vitro (Villarroel, 2017), por lo tanto, los resultados de la presente 

investigación son consistentes con este estudio, encontrándose que existe una 

adherencia mayor comparada a L. casei sin estímulo, pero sin ser estadísticamente 

significativa. 

Se podría establecer que la respuesta percibida en L. casei es dependiente 

de la concentración de AI-2, ya que la adhesión es mayor a una concentración de 1 

µM de DPD y decrece al aumentar ésta (10 µM y 100 µM). Esto se condice con lo 

planteado por otros autores, quienes definen esta molécula como una señal de 

concentración dependiente y establecieron una concentración óptima de AI-2 para 

que existiera un sistema de comunicación entre S. oralis - A. oris (Rickard y cols., 

2006) y S. gordonii - S. oralis (Cuadra-Saenz y cols., 2012) en la estructura y 

composición de biopelículas duales. 

Por otra parte, se analizó el efecto de AI-2 en el tracto gastrointestinal, 

estableciendo que esta molécula podría influir en el comportamiento bacteriano para 

restablecer el equilibrio luego de un tratamiento con antibióticos. Al aumentar los 

niveles de AI-2, se incrementó la proporción del Phylum Firmicutes (al cual 

pertenece el género Lactobacillus), produciendo una retroalimentación positiva, ya 

que aumentarían las bacterias productoras de AI-2 generando una amplificación de 

la respuesta en toda la comunidad (Thompson y cols., 2016). 

Haddaji y cols. (2015), analizaron dos cepas probióticas de L. casei, las 

cuales, en condiciones de bajo pH, modificaron la composición bioquímica de la 

membrana celular, aumentando el nivel de saturación de los ácidos grasos y 

disminuyendo su adhesión in vitro. Según estos antecedentes, sería interesante 

medir el pH de los diferentes grupos experimentales del ensayo de adhesión 

realizado en el presente estudio, ya que un entorno ácido podría modificar la 

adhesión in vitro de L. casei. 

Los resultados de este estudio, donde L. casei aumenta su capacidad de 

adhesión in vitro al ser expuesto a ciertas concentraciones de AI-2 funcional, apoyan 

lo descrito por otros autores. Buck y cols. (2009), observaron que L. acidophilus 

NCFM mutante luxS- es incapaz de producir AI-2, provocando un significativo 

descenso de su adhesión in vitro a células epiteliales intestinales. Por otro lado, se 
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comparó el efecto que producía la molécula de AI-2 purificada y un inhibidor 

sintetizado de AI-2 en la adhesión in vitro de L. rhamnosus GG a células epiteliales 

intestinales de cerdo, encontrándose un incremento de la adhesión en presencia de 

AI-2 y un descenso de esta propiedad en presencia del inhibidor (Yeo y cols., 2015).  

Se obtuvieron imágenes de Microscopía Electrónica de Barrido luego de 6 

días de incubación, para observar la formación de biopelículas monoespecie de L. 

casei. A través de un análisis visual cualitativo se puede observar un aumento de la 

adhesión a superficie, de la agregación bacteriana y formación de matriz 

extracelular, presumiblemente de exopolisacáridos, cuando L. casei es 

suplementado con el sobrenadante de B. dentium y con DPD a distintas 

concentraciones finales (Figura 13). El aumento en la agregación bacteriana y 

adhesión a superficies podría deberse, además, a una expresión aumentada de 

proteínas adhesinas en su pared celular (Sengupta, 2013). Sería interesante, en 

estudios posteriores, medir la producción de exopolisacáridos, así como la 

expresión de aquellos genes involucrados en la síntesis y secreción de éstos y de 

adhesinas de membrana. 

También se visualizó un incremento en la formación de biopelícula, pero en 

menor nivel, cuando se agrega el medio condicionado de L. casei, indicando que 

podrían existir elementos secretados por este microorganismo que puedan modular 

la producción de matriz de exopolisacáridos. Villarroel (2017), identificó que L. casei 

ATCC 4646 es capaz de secretar AI-2 al medio externo e influir positivamente en su 

capacidad de formar biopelículas. Si bien, en ninguna imagen se observó una 

biopelícula madura, se determinó que a una cierta concentración de AI-2, se 

potenciaría la propiedad de L. casei de adherirse tanto a las superficies de los 

cubreobjetos como intraespecie, resultados que se condicen con lo observado en el 

ensayo de adherencia realizado en esta investigación.  

Sin embargo, es posible que los sobrenadantes de B. dentium contengan 

otras moléculas, distintas de AI-2, que sean responsables del incremento en la 

adhesión y posterior formación de biopelículas monoespecie de L. casei.  

Se debe tener en cuenta, que en la formación de la biopelícula dental los 

colonizadores primarios corresponden principalmente a las especies del género 



43 
 

Streptococcus del tipo no mutans y Actinomyces spp., las cuales tienen fenotipos 

más adecuados para unirse a las superficies dentales (Avila y cols., 2009; 

Jenkinson, 2011, Wright y cols., 2013). Mientras que Lactobacillus spp. son 

considerados colonizadores secundarios, ya que no están asociados con el inicio 

de la caries dental, sino que a la progresión (Tanzer y cols., 2001). Filoche y cols. 

(2004) demostraron que la formación de biopelículas monoespecie de L. rhamnosus 

y L. plantarum es escaza, pero en cocultivo con Actinomyces spp. se incrementa 

significativamente. Por esto, sería interesante analizar la adhesión a superficie, 

adhesión intraespecie y formación de matriz extracelular de L. casei en cocultivo 

con algún colonizador primario, el cual entregaría las condiciones óptimas para su 

co-agregación.  

Se describió que L. rhamnosus GG CMPG5413, que posee el gen luxS 

mutado, es incapaz de formar biopelículas in vitro, ya que produce una cantidad 

significativamente menor de exopolisacáridos y existe una reducción en su 

distribución y longitud, en comparación a la cepa silvestre (Lebeer y cols., 2008). 

Por otro lado, se analizó la influencia de una mutación en el gen luxS y por ende la 

incapacidad de sintetizar AI-2, en la habilidad de L. reuteri 100-23 para formar 

biopelículas in vitro e in vivo en el tracto gastrointestinal de ratones, obteniéndose 

que la cepa mutante formaba biopelículas más gruesas en comparación con la 

silvestre, tanto in vivo como in vitro, lo cual podría deberse a una pérdida del quorum 

sensing y con ello una pérdida de la regulación de la proliferación o de un medio 

para reconocer los límites del hábitat (Tannock y cols., 2005). 

Además, si se considera que la enzima LuxS posee dos funciones 

importantes, la primera como enzima en el Ciclo Metilo Activado y la segunda como 

enzima responsable de la producción de AI-2 (Wilson y cols., 2012), se podría 

pensar que, al anular la función de esta proteína, no tan solo se inhibe la producción 

de AI-2 sino que también otros productos del metabolismo central que podrían 

alterar de igual manera la adhesión y formación de biopelículas.  

Actualmente éste sería el primer estudio que analiza el sistema de 

comunicación celular entre B. dentium y L. casei, proponiendo que corresponde a 
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quorum sensing y que la molécula de AI-2, producida y secretada por B. dentium 

potenciaría la adhesión y formación de biopelículas monoespecie de L. casei.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



45 
 

8. CONCLUSIÓN 

En esta investigación se analizó si B. dentium ATCC 27534 posee un sistema 

de comunicación celular de quorum sensing mediado por AI-2 funcional, y si esta 

molécula es capaz de favorecer la adhesión y formación de biopelículas tempranas 

en L. casei ATCC 4646, lo cual hasta la fecha no ha sido descrito como interacción 

entre estas especies bacterianas. Entonces, se concluye que: 

• B. dentium ATCC 27534 es capaz de producir AI-2 funcional y secretarlo al 

medio externo.  

• La secreción de AI-2 por B. dentium ATCC 27534 es dependiente de la fase 

de crecimiento. 

• La adhesión y formación inicial de biopelículas in vitro de L. casei ATCC 4646 

se ve potenciada en presencia de sobrenadantes de cultivo de B. dentium 

que poseen AI-2. 

Estos resultados sugieren que este sistema de comunicación celular entre B. 

dentium ATCC 27534 y L. casei ATCC 4646, podría generar efectos positivos en los 

procesos de patogenicidad entre microorganismos cariogénicos, favoreciendo la 

permanencia de estas bacterias en las lesiones de caries.  
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