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RESUMEN 
 

Introducción: Lactobacillus casei es una especie bacteriana con forma de bastón, 

Gram positivo, no formadora de esporas, acidogénica, acidúrica y anaerobia 

facultativa, que es frecuentemente relacionada con la fermentación de 

carbohidratos, produciendo ácido láctico como su principal producto final. Este 

microorganismo ha sido aislado desde sitios activos de caries y se ha asociado 

con la presencia y progresión de esta patología. Se encuentra formando parte de 

la biopelícula dental, donde las especies bacterianas pueden comunicarse entre sí 

mediante quorum sensing. Un tipo de quorum sensing se produce por una 

molécula interconvertible, llamada autoinductor-2 (AI-2), producida por la enzima 

LuxS. Se ha descrito que este sistema participa en el desarrollo de la comunidad, 

formación de biopelícula, colonización y virulencia en varias especies bacterianas, 

pero no se ha investigado su efecto en L. casei. El objetivo de este estudio fue 

determinar la participación del sistema quorum sensing mediante AI-2, en la 

adhesión y formación de biopelículas de L. casei ATCC 4646. 

 

Materiales y métodos: la producción de AI-2 por L. casei ATCC 4646 fue 

determinada mediante el sistema de ensayo reportero Vibrio harveyi ATCC BAA-

1117, detectando su presencia en sobrenadantes de cultivos de L. casei ATCC 

4646 obtenidos en distintas etapas de crecimiento. La adhesión de L. casei ATCC 

4646 y el efecto de AI-2 sobre ésta, se analizó a las 16 horas de incubación en 

microplacas de poliestireno de 96 pocillos en presencia o ausencia de DPD (AI-2 

sintetizado químicamente), utilizando saliva y medio de cultivo. La adherencia 

bacteriana se midió usando el ensayo MTT y un equipo SynergyHT (Biotek®). El 

ensayo de formación de biopelículas y efecto del DPD se realizó sobre 

cubreobjetos de vidrio embebidos en saliva, con incubación durante 3 días, bajo 

las mismas condiciones que el ensayo de adherencia, y se documentó con un 

microscopio electrónico de barrido (JSM-IT300, JEOL). 
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Resultados: Se detectó la presencia de AI-2 en el sobrenadante del cultivo de L. 

casei ATCC 4646, comprobándose así que es capaz de producirlo y secretarlo al 

medio extracelular. Se observó que en presencia de AI-2, este microorganismo es 

capaz de aumentar su adhesión a superficies sólidas. Junto con esto, la adición de 

AI-2 aumenta la capacidad de L. casei para formar biopelículas, observándose 

tanto una mayor cantidad de bacterias adheridas, como una mayor agregación 

bacteriana. 

 

Conclusiones: Mediante estos resultados, se puede afirmar que L. casei ATCC 

4646 posee un sistema de quorum sensing mediado por AI-2 funcional, que actúa 

sobre este microorganismo aumentando su capacidad de adhesión a superficies y 

formación de biopelículas. 
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MARCO TEÓRICO 
 

Caries dental y el proceso de caries 

 

 La caries dental es una de las enfermedades orales crónicas más 

prevalentes a nivel mundial, afectando entre el 60 al 90% de niños en edad 

escolar y a la mayoría de los adultos (Petersen, 2003; Simón-Soro y Mira, 2015). 

Es una enfermedad de etiología polimicrobiana y multifactorial, formada por una 

compleja interacción en el tiempo entre bacterias productoras de ácido y 

carbohidratos fermentables sobre la superficie dental, afectada por factores del 

hospedero, como saliva, exposición a fluoruros, entre otros (Selwitz y cols., 2007; 

Petersen, 2003). Esta interacción puede generar la lesión de caries, que es la 

destrucción localizada de tejidos duros del diente debido a la exposición a ácidos 

producidos por la fermentación bacteriana de carbohidratos provenientes de la 

dieta, provocando así un flujo hacia el exterior del diente, de calcio, fosfato y 

carbonato, que conforman la hidroxiapatita, estructura básica del esmalte dental, 

terminando en una pérdida neta de mineral (Takahashi y Nyvad, 2011; Selwitz y 

cols., 2007). Los signos de la desmineralización cariosa se ven en los tejidos 

duros del diente, pero el proceso de la enfermedad comienza dentro de la placa o 

biopelícula bacteriana sobre la superficie dental (revisado en Bowen y cols., 2017).  

 La biopelícula dental es un ecosistema microbiano dinámico, donde 

bacterias viven en microcolonias encapsuladas en una matriz orgánica de 

polisacáridos, proteínas, ácidos nucleicos y lípidos, secretados por ellas mismas, 

que les provee protección contra la desecación, defensas del hospedero y 

resistencia mejorada a agentes antimicrobianos. El diente ofrece numerosas 

superficies para la colonización bacteriana, donde un gran número de bacterias y 

sus productos metabólicos se acumulan en biopelículas tanto en superficies 

dentales sanas como enfermas (Selwitz y cols., 2007). Entre los mecanismos que 

permiten la formación de la biopelícula dental se encuentran la adhesión, la 

agregación y la coagregación bacteriana. La adhesión consiste en la unión de los 

microorganismos a los tejidos del hospedero, la agregación permite la adhesión de 
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los microorganismos a otros de su misma especie, mientras que la coagregación 

se refiere a la adhesión entre microorganismos de diferente especie. (Prescott y 

cols., 1999; Hojo y cols., 2009). Los microorganismos que no logran adherirse a 

las superficies dentales del hospedero o a bacterias adheridas previamente, son 

incapaces de participar en el desarrollo de comunidades y son sujetas a 

eventuales desplazamientos debido al flujo de saliva y a otras fuerzas mecánicas 

de remoción (Wright y cols., 2012). 

 Se ha descrito que ciertas especies bacterianas inician la formación de 

comunidades al interactuar directamente con la película salival adquirida que se 

ha depositado sobre superficies dentales nuevas disponibles, estableciendo así 

una biopelícula (Wright y cols., 2012). Estos colonizadores tempranos son 

componentes de la microbiota normal, y corresponden principalmente a miembros 

del grupo de Streptococcus no mutans (S. sanguinis, S. oralis, y S. mitis, 

principalmente) y Actinomyces spp. (Takahashi y Nyvad, 2011).  

 Bajo condiciones de salud oral, los microorganismos en la cavidad oral 

viven en una relación simbiótica con el hospedero. Cuando se produce un 

desequilibrio entre los minerales del diente y las biopelículas bacterianas, se 

genera la caries dental (Wright y cols., 2012). El proceso de caries comienza con 

la producción de ácidos orgánicos débiles, como producto del metabolismo de 

carbohidratos fermentables por bacterias endógenas, principalmente del grupo 

Streptococcus del tipo mutans (S. mutans y S. sobrinus, entre otras) y 

Lactobacillus spp., presentes en la biopelícula dental. Estos ácidos son 

apropiadamente neutralizados por la capacidad tampón de la saliva, manteniendo 

un ciclo natural de pH dinámicamente estable. Sin embargo, con un consumo 

regular de carbohidratos fermentables, mala higiene oral o flujo salival alterado, el 

ciclo natural de pH es interrumpido (Selwitz y cols., 2007). Esta producción 

constante de ácidos orgánicos induce que las bacterias se deban adaptar al 

microambiente más ácido y, como consecuencia, ocurre una selección de 

microorganismos ácido-resistentes. En esta etapa, el microambiente acídico se ha 
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establecido, incrementando y promoviendo el desarrollo de la lesión dental 

(Takahashi y Nyvad, 2011; Selwitz y cols., 2007). 

 Se ha descrito que las comunidades bacterianas asociadas a la caries 

dental son muy diversas, pudiendo existir diferente composición de especies 

bacterianas entre personas y entre lesiones de caries, siendo un factor crucial el 

nivel de avance de la lesión. Un ejemplo es S. mutans, cuyo recuento aumenta en 

lesiones de caries respecto a sitios sanos, pero a pesar de que S. mutans ha sido 

una especie fuertemente asociada a caries dental por décadas, estudios recientes 

han determinado que su recuento es menor al 1% en lesiones de caries, y que 

otras especies de géneros tales como Veillonella, Rothia y Leptotrichia en esmalte, 

así como S. sanguinis, Atopobium, Prevotella, Propionibacterium Schlegelella, 

Bifidobacterium, Pseudoramibacter y Lactobacillus en lesiones de caries 

dentinaria, pueden jugar un papel más preponderante en estas comunidades 

microbianas (Simón-Soro y cols., 2014; Aas y cols., 2008; Takahashi y Nyvad, 

2011; Kianoush y cols., 2014). Numerosos estudios han demostrado que la 

diversidad en la población microbiana disminuye con el aumento en la profundidad 

de la lesión de caries, que se torna más ácido y anaerobio (Preza y cols., 2009; 

Kianoush y cols., 2014). Es desde estas lesiones de caries profundas donde 

Lactobacillus spp. se han aislado más frecuentemente. 

 

Lactobacillus spp. y caries dental 

 

 Las bacterias ácido-lácticas constituyen un grupo heterogéneo de bacterias 

Gram positivo, no formadoras de esporas y anaerobias facultativas que son 

frecuentemente relacionadas con la fermentación de los carbohidratos, 

produciendo ácido láctico como principal producto final. El género más grande y 

diverso de bacterias ácido-lácticas es Lactobacillus, un grupo bacteriano versátil 

con forma de bastón que actualmente alberga 237 especies (Figura 1) (Euzéby y 

Parte, 2016).   
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 Lactobacillus spp. ha sido aislado desde una amplia variedad de hábitats, 

incluyendo productos lácteos crudos y fermentados, sistemas reproductivos y 

gastrointestinales de humanos y animales, entre otros (Klander y Weiss, 1986). 

Lactobacillus spp. aislados desde el tracto gastrointestinal o la vagina humana, 

son considerados como miembros de la microbiota autóctona humana, confiriendo 

efectos beneficiosos para el hospedero, ya que estimulan la inmunidad natural y 

contribuyen al balance de la microbiota al excluir la colonización de patógenos 

exógenos (Saulnier y cols., 2009). Sin embargo, algunas especies de Lactobacillus 

han sido consideradas por décadas como un agente etiológico de la caries dental, 

siendo rutinaria y consistentemente aisladas desde lesiones de caries activas y 

sistemáticamente asociadas con la presencia y progresión de esta patología 

(Nancy y Dorignac, 1992; Caufield y cols., 2007; Kianoush y cols., 2014). 

 

 

Figura 1. Fotomicrografía por microscopía electrónica de barrido (SEM) de L. casei ATCC 

4646 sobre discos de vidrio embebidos con saliva. Magnificación 7000X. Imagen obtenida 

en esta Tesis. 

 Las especies de Lactobacillus son conocidas por ser prolíficas productoras 

de ácido láctico (acidogénicas) y un gran número de estudios han confirmado la 

fuerte asociación entre su presencia y el desarrollo de lesiones de caries, siendo 

identificadas como uno de los mayores agentes responsables de la caries dental 

(Piwat y cols., 2012; Almstähl y cols., 2012). 
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 Van Houte y cols. (1981) reportaron un estudio acerca de la microbiota oral 

presente en la superficie dental de sujetos con experiencia de caries, aislando 

Lactobacillus spp. en aproximadamente el 50% de las muestras de placa 

asociadas a lesiones de caries. Nancy y Dorignac (1992), analizaron muestras de 

dentina cariosa en niños de 5 a 15 años de edad, encontrando presencia de 

Lactobacillus spp. en el 100% de las muestras, determinando que la experiencia 

de caries (determinada como el número de dientes cariados, perdidos por caries u 

obturados) y Lactobacillus spp. en dentina estaban vinculados. Siguiendo los 

estudios de prevalencia de Lactobacillus spp. en lesiones de caries, numerosas 

investigaciones fueron realizadas para determinar cuál especie de este género 

podría estar implicada en el proceso de generación de lesiones de caries. 

Diversos estudios aislaron e identificaron especies del género Lactobacillus 

provenientes tanto de sujetos con y sin caries dental, ya sea niños o adultos, 

siendo las más prevalentes L. casei, L. fermentum, L. rhamnosus y L. salivarius 

(Marchant y cols., 2001; Lima y cols., 2011; Wolff y cols., 2013). Sin embargo, 

Byun y cols. (2004), mediante cuantificación por PCR en tiempo real, reportaron 

que L. gasseri y L. ultunensis son las especies más prevalentes en lesiones de 

caries profundas. 

 A la fecha, no hay reportes que caractericen las especies de Lactobacillus 

presentes en la cavidad oral en la población chilena, o que aborden su asociación 

con la caries dental. En un estudio preliminar en el Laboratorio de Bioquímica y 

Biología Oral de nuestra Facultad, se analizaron especies de Lactobacillus 

presentes en la cavidad oral de 8 niños chilenos sin experiencia de caries y 9 con 

lesiones de caries profunda (Luzanto, 2016). Se observó que en las muestras de 

saliva de niños con lesiones de caries profunda y de las muestras provenientes 

desde estas lesiones, L. salivarius y L. casei, respectivamente, fueron las especies 

de Lactobacillus más frecuentemente aisladas. 
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Interacciones bacterianas en la biopelícula dental 

 

 En la biopelícula dental, las distintas especies bacterianas interactúan de 

diversas maneras. Por un lado, existe la comunicación metabólica, donde la 

secreción de un metabolito por un microorganismo se puede utilizar como 

nutriente por un microorganismo diferente, o a través de la degradación de 

sustratos por enzimas extracelulares de un microorganismo, creando 

disponibilidad biológica de sus subproductos para otros microorganismos 

(revisado en Hojo y cols., 2009; Wright y cols., 2012). Por otro lado, pueden 

interactuar competitivamente, produciendo bacteriocinas u otros compuestos 

químicos producidos por bacterias para inhibir el crecimiento de otras especies o 

cepas bacterianas (Hojo y cols., 2009).  

 Por último, se ha descrito un sistema de comunicación entre los 

microorganismos llamado quorum sensing, que opera dentro de la biopelícula (Ng 

y Bassler, 2009; Wright y cols., 2012). 

 

Quorum sensing en bacterias orales 

 

 El quorum sensing es un proceso de comunicación química entre bacterias. 

Éstas producen, detectan y utilizan químicos extracelulares para monitorear la 

cantidad de población celular microbiana. Esto permite modificar la expresión de 

genes en forma sincronizada, actuando como una unidad. Quorum sensing 

influencia un amplio espectro de funciones tales como, virulencia, tolerancia al 

ácido, formación de biopelícula, entre otros. Los químicos extracelulares son 

moléculas de bajo peso molecular, conocidos como autoinductores. Los 

autoinductores son producidos por bacterias, secretándolos hacia afuera de la 

célula. Cuando la concentración de autoinductores alcanza el umbral requerido 

para la detección, los receptores en las bacterias (de la misma o de otras 

especies) se activan y se produce una cascada de transducción de señales, la que 

es responsable de la modificación de la expresión génica (Ng y Bassler, 2009). 
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 Se han descrito dos sistemas principales de quorum sensing en bacterias 

Gram positivo (revisado en Pereira y cols., 2013). En el primero, estos 

microorganismos utilizan oligopéptidos modificados como autoinductores, 

genéticamente codificados, cuya secreción es mediada por transportadores de 

membrana especializados. El receptor para estos autoinductores se encuentra 

unido a la membrana, el cual transduce la señal a través de una serie de eventos 

de fosforilación al unirse la molécula de autoinductor. 

 El segundo sistema de señales incluye un conjunto de moléculas 

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

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

ribosil-homocisteína (SHR) como sustrato. DPD se cicla espontáneamente en 

diferentes isómeros en solución. La primera estructura es una molécula cíclica 

borada, denominada S-2-metil-2,3,3,4-tetrahidroxitetrahidrofuranborato (S-THMF-

borato). La segunda molécula corresponde a una estructura no borato, R-2-metil-

2,3,3,4-tetrahidroxitetrahidrofurano (R-THMF). Ambos están en equilibrio con DPD 

y pueden rápidamente interconvertirse. La formación de DPD mediante la enzima 

LuxS conduce a la liberación de homocisteína, una molécula intermediaria de la 

síntesis de metionina. Este hecho indica que la producción de AI-2 está 

directamente relacionada con el metabolismo de aminoácidos (Rickard y cols., 

2006; Pereira y cols., 2013). 

 AI-2 es una molécula hidrofílica y debe ser transportada al exterior celular a 

través de la membrana, mediante un transportador específico. YdgG se ha 

propuesto como un potencial exportador de AI-2 en E. coli. Otras dos proteínas 

han sido descritas como receptores de membrana para las moléculas de AI-2, 

LuxP y LsrB. También en Aggregatibacter actinomycetemcomitans, RbsB se ha 

sugerido como una proteína receptora putativa. Sin embargo, en otros 

microorganismos todavía no está claro cómo AI-2 es transportado fuera de la 

célula (revisado en Pereira y cols., 2013). 
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 En la literatura, existen estudios sobre el papel de AI-2 en la cavidad oral. 

Se ha investigado su papel en el desarrollo de la comunidad, formación de 

biopelícula, colonización y virulencia (revisado en Wright y cols., 2012). Por 

ejemplo, se ha descrito que el AI-2 producido por S. oralis influye positivamente en 

el crecimiento en biopelícula de Actinomyces oralis (Rickard y cols., 2006). 

También, McNab y cols. (2003), describieron que se requiere AI-2 para el 

desarrollo en biopelícula de S. gordonii y para el desarrollo en comunidad con 

Porphyromonas gingivalis. En S. mutans, se ha descrito que una cepa deficiente 

de LuxS tiene una expresión afectada de genes implicados en la reparación del 

ADN, el metabolismo de carbohidratos y aminoácidos, síntesis de proteínas y 

tolerancia al estrés y una disminución en la formación de biopelículas (Wen y cols., 

2011). También, en S. mutans, los estudios indican que su resistencia al ácido 

disminuye cuando el gen luxS es defectuoso (Wen y Burne, 2004).  

 Lebeer y cols. (2007) informaron que L. rhamnosus GG produce AI-2, e 

identificaron un ortólogo de luxS en este microorganismo. Además, construyeron 

una cepa mutante para el gen luxS incapaz de sintetizar AI-2, confirmando que el 

autoinductor se produce por la enzima LuxS en este microorganismo. Además, el 

mutante luxS mostró un crecimiento disminuido y un defecto en la formación de 

biopelículas monoespecie. Moslehi-Jenabian y cols. (2007) estudiaron el efecto del 

estrés ácido sobre LuxS mediado por quorum sensing en cuatro diferentes 

especies de Lactobacillus (L. rhamnosus GG, L. salivarius UCC118, L. acidophilus 

NCFM y L. johnsonii NCC533). Las dos últimas especies mencionadas produjeron 

una baja cantidad de AI-2, en comparación con las dos primeras en condiciones 

de crecimiento estándar. En L. rhamnosus GG y L. acidophilus NCFM se observó 

un aumento de la producción de AI-2 con la disminución del pH, lo que sugiere 

que el sistema LuxS parece tener un papel en la respuesta al estrés ácido. 

 A pesar de que se ha investigado el rol de AI-2 en diversos 

microorganismos de la cavidad oral, incluyendo algunas Lactobacillus spp., no se 

ha indagado su rol en L. casei. Además, los microorganismos que viven en 

lesiones de caries profundas, donde las condiciones de vida son más estresantes 
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(es decir, el pH es más ácido, ambiente más anaeróbico, escasa disponibilidad de 

fuentes de energía), como L. casei, poseen mecanismos de adaptación, como la 

respuesta de tolerancia al ácido y la formación de biopelículas, que han sido bien 

descritos como mecanismos utilizados para sobrevivir en lesiones de caries, los 

cuales se han relacionado con quorum sensing mediado por LuxS en otros 

microorganismos (Matsui y Cvitkovitch, 2010; Wright y cols., 2012). En base a los 

antecedentes expuestos, el objetivo de este estudio fue investigar por primera vez 

el papel funcional del sistema LuxS en L. casei. Para esto, se analizó la capacidad 

de L. casei ATCC 4646 de producir y secretar AI-2, a través de la determinación 

de su presencia en los cultivos y la utilización del sistema reportero Vibrio harveyi 

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

formación de biopelículas de L. casei ATCC 4646. 

 El estudio de la comunicación de este microorganismo y la cascada de 

regulaciones que le permite crecer en el entorno inusual de una lesión de caries 

puede proporcionar nuevas estrategias para entender su participación en el 

proceso de generación de la misma. 



16 
 

HIPÓTESIS. 
 

El sistema de quorum sensing mediado por autoinductor-2 funcional está 

presente en Lactobacillus casei ATCC 4646, promoviendo su adhesión y 

formación de biopelículas. 

 

OBJETIVO GENERAL. 
 

 Determinar la participación del sistema quorum sensing mediante 

autoinductor-2, en la adhesión y formación de biopelículas de Lactobacillus casei 

ATCC 4646. 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS. 
 

 Determinar si Lactobacillus casei ATCC 4646 es capaz de secretar 

autoinductor-2 funcional. 

 Demostrar la participación de autoinductor-2 en la adherencia de Lactobacillus 

casei ATCC 4646. 

 Evaluar el efecto de autoinductor-2 en la formación de biopelículas de 

Lactobacillus casei ATCC 4646. 
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METODOLOGÍA 

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

cuyos protocolos se encuentran aprobados por el Comité Institucional de 

Bioseguridad (Anexo 1). 

Cepas Bacterianas 

Se obtuvieron las cepas bacterianas Lactobacillus casei ATCC® 4646TM que 

fue originalmente recolectada desde muestras provenientes de lesiones de caries, 

y Vibrio harveyi ATCC® BAA-1117TM, desde la American Type Culture Collection 

(ATCC). 

Todos los ensayos presentados a continuación se hicieron por triplicado: 

Cultivo Bacteriano 

L. casei ATCC 4646 fue cultivada tanto en medio líquido como sólido MRS 

(pH 6,2, Oxoid, UK) a 37°C en condiciones anaerobias (Piwat y cols., 2010). Las 

placas de cultivo se dejaron crecer por 48 h, y los cultivos líquidos por diferentes 

tiempos dependiendo de los requisitos de cada experimento. V. harveyi ATCC 

BAA-1117 se cultivó aeróbicamente en medio líquido AB modificado (medio 

Autoinducer Bioassay (AB) modificado: 1,17% p/v NaCl, 1,23% p/v MgSO4, 0,2% p/v 

Triptona, 10mM K3PO4, 1mM L-Arginina, 1% v/v glicerol, pH 7), a 30ºC en 

condiciones estáticas.  

El crecimiento bacteriano en medio de cultivo líquido de ambos 

microorganismos fue monitorizado por medición de la densidad óptica (D.O.) a 600 

nm en un espectrofotómetro. 

Detección de la producción de autoinductor-2 por Lactobacillus casei ATCC 4646 

 La actividad de AI-2 se detectó usando el sistema de ensayo con la cepa de 

V. harveyi ATCC BAA-1117. La detección se realizó utilizando el sobrenadante de 

cultivo de L. casei, como lo describe Buck y cols. (2009). Brevemente, L. casei 

creció en 100 mL de medio MRS modificado (10 g/L peptona, 8 g/L Lab-Lemco, 4 

g/L extracto de levadura, 20 g/L galactosa, 0,1% v/v sorbitan mono-oleato, 2 g/L 



18 
 

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) (se reemplaza glucosa por galactosa debido a que 

el primer azúcar produce un catabolito represor de la cepa reportera V. harveyi 

que impide su producción de luz). Cada 1 h, durante 10 h, se tomó 1 mL de cultivo 

y se registró su D.O.600 para determinar el crecimiento de la cepa. Además, se 

tomaron alícuotas de 4 mL cada hora, se obtuvo el sobrenadante por 

centrifugación, y se neutralizó el pH con NaOH 1M estéril. Posteriormente, el 

sobrenadante se filtró utilizando un filtro de membrana con un tamaño de poro de 

0,2 µm (BIOFIL® Syringe Filter). Estos sobrenadantes se guardaron a -20ºC hasta 

su análisis.  

Luego se cultivó la cepa reportera V. harveyi, dejándola crecer durante la 

noche en medio AB, para luego lavarla y resuspenderla en medio fresco a D.O.600 

de 0,5. En esta etapa, se realizó una dilución 1/1000 v/v de la cepa reportera, para 

luego cultivar alícuotas de 90 µL en múltiples pocillos en una placa de 96 pocillos 

(NUNC®), añadiéndole 10 µL de cada uno de los 10 sobrenadantes estériles 

obtenidos del cultivo de L. casei (centrifugado, neutralizado con NaOH y filtrado) a 

cada pocillo (relación 1:9). Como blanco se utilizó 90 µL de medio AB con 10 µL 

de medio MRS-modificado; como un control negativo se cultivó 90 µL de V. 

harveyi con 10 µL de medio MRS-mod; como control positivo se cultivó 90 µL de V. 

harveyi con 10 µL de un sobrenadante previamente comprobado a contener AI-2 y 

expresar luminiscencia. Cada uno de estos cultivos se realizó por triplicado.  

Se determinó la luminiscencia a 30ºC cada 10 min durante 6 h en un lector 

de placas Synergy System HT/FLx800 (Biotek®). Se cuantificó la actividad de AI-2 

como unidades relativas de luminiscencia (U.R.L.). 

Obtención y preparación de saliva humana 

 Para realizar los análisis de adherencia y formación de biopelículas, se 

necesitaron muestras de saliva humana. La saliva se preparó como describe 

Cuadra-Saenz y cols. (2012). Se recolectó saliva de 5 donantes adultos sanos (sin 

caries u otra patología oral, sin enfermedades sistémicas, no fumadores, sin 

consumo de antibióticos durante los 2 meses previos y sin consumo de 
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medicamentos al momento de la toma de muestra). Se solicitó a los donantes no 

consumir comida o bebestibles ni cepillarse los dientes las 2 h previas a la 

recolección de saliva. El protocolo de este estudio fue evaluado y aprobado por los 

Comités de Ética y Bioseguridad de la Facultad de Odontología de la Universidad 

de Chile (Anexos 1 y 2). Para cada participante, se obtuvo un consentimiento 

informado (Anexo 3). El examen y toma de muestras se realizó en el Servicio de 

Diagnóstico de la Clínica Odontológica que pertenece a dicha unidad. Se tomaron 

aproximadamente 2 mL de muestra de saliva de cada voluntario donante, la cual 

fue depositada en tubos cónicos estériles. Se conservaron las muestras a 4ºC por 

15 min hasta ser procesadas en el laboratorio. La saliva recolectada de ambos 

donantes se mezcló y se añadió DTT a una concentración final de 0,5 mM. La 

mezcla de saliva-DTT se centrifugó a 6.000 g por 40 min a 4ºC. El sobrenadante 

se almacenó a -20ºC. Cuando fue requerida la mezcla de saliva-DTT en los 

ensayos de adherencia y de formación de biopelícula, éstas se llevaron a 

temperatura ambiente para luego ser esterilizada mediante un filtro de 0,22 µm 

(BIOFIL® Syringe Filter). 

Ensayo de Adherencia 

 Con el objetivo de determinar la adherencia bacteriana durante la fase 

inicial de formación de biopelícula, se analizó la adherencia después de 16 horas 

de incubación, como describe He y cols. (2015). Se cultivó L. casei hasta fase 

exponencial media. Luego, se recolectó una alícuota del cultivo, se centrifugó a 

5.000 g por 10 min, se eliminó el sobrenadante, se lavó y resuspendió en tampón 

PBS estéril a pH 7,4 hasta llegar a una D.O.600 de 1,0 final. La bacteria 

resuspendida se diluyó a 1:10 v/v y se inoculó en una placa de poliestireno de 96 

pocillos (Orange Scientific®), usando 80 µL de saliva como medio. Se 

conformaron 4 grupos experimentales, donde en el primero se incubó 10 µL de L. 

casei con 10 µL de agua destilada, en el segundo grupo se incubó 10 µL de L. 

casei con 10 µL de un sobrenadante de L. casei que contiene AI-2 comprobado en 

el experimento de luminiscencia, en el tercer grupo se incubó 10 µL de L. casei 

con 10 µL de DPD, y se utilizó como control negativo de adhesión, y como blanco 



20 
 

en la medición de la D.O.600 10 µL de medio de cultivo MRS y 10 µL de agua 

destilada. Cada uno de estos cultivos se realizó por triplicado. 

Estas placas se incubaron a 37ºC por 15 h sin agitación. Luego de la 

incubación, el medio se descartó y se lavó cada pocillo dos veces con 100 µL de 

PBS estéril para remover las células no adheridas. Luego se agregó 100 µL de 

medio MRS. La adhesión bacteriana se determinó usando el ensayo MTT 

[bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio] (Roche®). Este ensayo 

se realizó según instrucciones del fabricante. Posteriormente se cuantificaron los 

resultados midiendo la D.O.550 mediante un equipo SynergyHT (Biotek®). 

Ensayo de Formación de Biopelícula 

Para determinar la formación de biopelículas bajo influencia de AI-2, se 

cultivó L. casei durante 16 h a 37°C en condiciones anaerobias. El cultivo de L. 

casei se centrifugó por 10 min a 5.000 g, se desechó el sobrenadante, y se 

resuspendió en MRS hasta llegar a una D.O.600 de 1,0 final. Por otra parte, se 

pretrataron dos cubreobjetos circulares, colocándolos en una placa de 24 pocillos 

(Costar® 3526) y depositando 200 µL de saliva estéril procesada anteriormente, 

sobre ellos. La placa se incubó a 37ºC por 1 h en agitación orbital, para permitir la 

adhesión de las proteínas salivales a la superficie del cubreobjetos de vidrio. 

Luego se lavó cada cubreobjetos en PBS, sumergiéndolos una sola vez. 

Para el ensayo de formación de biopelículas propiamente tal, se agregó a 

dos pocillos 800 µL de medio MRS, se sumergieron los cubreobjetos pretratados y 

se agregó 100 µL de L. casei a 1,0 de D.O.600. A uno de estos pocillos se agregó 

100 µL de agua destilada, y al otro 100 µL de DPD quedando 5µM final. Se dejó 

incubar por 72 h. Posteriormente, se trasladaron los cubreobjetos a pocillos con 

400 µL de tampón PBS, para dejarlos en agitación orbital por 5 min. Luego los 

cubreobjetos se transportaron a pocillos con 300 µL de glutaraldehído 5% v/v en 

agitación orbital por 3 h. Luego se refrigeraron hasta su análisis por microscopía 

de barrido en el microscopio JEOL modelo JSM-IT300LV perteneciente al 

Laboratorio de Microscopía Electrónica de Barrido de la Facultad de Odontología. 

Las imágenes obtenidas fueron analizadas de manera descriptiva. 
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Estadística 

Para el análisis de datos distribuidos sin normalidad se utilizó 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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RESULTADOS 

Crecimiento de Lactobacillus casei ATCC 4646 

 

Con la finalidad de caracterizar el crecimiento de L. casei ATCC 4646 previo 

a la evaluación de la producción de AI-2, se realizó una curva de crecimiento 

(Figura 2). Se puede observar que L. casei ATCC 4646 presenta inicialmente una 

fase de latencia, de adaptación y desarrollo lento, con una velocidad de 

crecimiento, determinada mediante la pendiente de la recta de cada sección, de 

0,145/h (aumento de unidades de absorbancia/hora de incubación), que se 

prolonga hasta las 2 horas (Figura2, panel A). A continuación, se aprecia una 

segunda fase de crecimiento exponencial que se prolonga hasta las 6 horas de 

incubación con una velocidad de crecimiento de 0,275/h (Figura2, panel B). 

Finalmente es posible observar la fase estacionaria, donde la velocidad de 

crecimiento del cultivo disminuye drásticamente a 0,080/h (Figura2, panel C). 

 

Figura 2. Curva de Crecimiento de L. casei ATCC 4646. Se muestran las velocidades de 

crecimiento de cada fase en el borde superior de cada sección. n=1.  

A: fase de latencia; B: fase exponencial; C: fase estacionaria. 
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Producción de autoinductor-2 por Lactobacillus casei ATCC 4646 

 

Con el objetivo de determinar si L. casei ATCC 4646 es capaz de producir 

AI-2, así como sus niveles durante las distintas fases de la curva de crecimiento, 

se procedió a la detección de éste usando la cepa reportera V. harveyi ATCC 

BAA-1117, la cual produce bioluminiscencia en presencia de AI-2 (Ng y Bassler, 

2009). Se cuantificó la actividad de AI-2 como unidades relativas de luminiscencia 

(U.R.L.), obteniendo así los resultados presentados en la Figura 3. Se puede 

apreciar que AI-2 está presente en todas las etapas de crecimiento de la bacteria, 

llegando a su máxima expresión al comienzo de la fase exponencial (1 a 2h), para 

luego mantenerse hasta el término de ésta, a las 5 h, no existiendo diferencias 

estadísticamente significativas en las U.R.L. detectadas entre estos períodos de 

tiempo (2h v/s 5h p= 0,379; 4h v/s 5h p=0,129). Luego se observa que los niveles 

de AI-2 comienzan a decrecer, de manera significativa (4h v/s 6h p=0,0308), y 

luego de manera mayor al avanzar en la fase estacionaria (9-10 h) (1h v/s 9h 

p=0,005). 

 

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

expuesto a sobrenadantes de cultivos de L. casei ATCC 4646 en diferentes fases de la 

curva de crecimiento. U.R.L.: unidades relativas de luminiscencia.  indica p<0,05; 

indica p≤0,005. 
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Adhesión de Lactobacillus casei ATCC 4646 y efecto de autoinductor-2 

 

Con la finalidad de determinar el efecto de AI-2 en la adhesión de L. casei 

ATCC 4646, se realizó un cultivo tal como se describe en la metodología. Por 

medio del ensayo MTT, se pudo observar cualitativamente la capacidad de 

adhesión, por la intensidad de la coloración en cada grupo, como se aprecia en la 

Figura 4. La intensidad del color indica la presencia de bacterias vivas adheridas a 

la superficie, debido a que el ensayo solo tiñe bacterias viables y en proliferación. 

En la Figura se ve al grupo con L. casei solo (A) y al grupo blanco sin L. casei (D) 

con baja intensidad de color, lo que indica que no hay bacterias adheridas. En 

cambio, el grupo de L. casei con sobrenadante (B) presenta una mucho mayor 

intensidad, seguido por el grupo de L. casei con DPD (C). 

 

 

Figura 4. Fotografía del resultado del ensayo de adherencia. Se aprecia las diferencias 

de color entre los grupos experimentales, que indica la presencia de bacterias vivas 

adheridas en proporcionalidad directa con la intensidad del color. A: grupo con L. casei; 

B: grupo con L. casei y sobrenadante; C: grupo con L. casei y DPD; D: grupo blanco. 

 

 

El análisis de los resultados del ensayo de adherencia se presenta en la 

Figura 5, donde se observa una mayor adhesión del grupo experimental con un 

sobrenadante de L. casei que contiene AI-2 (Figura 5, columna B), seguido del 

grupo experimental con DPD (columna C), en contraste al grupo que contiene solo 

L. casei (columna A). Cuando L. casei se incubó sin estímulo (columna A) 
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presentó valores de absorbancia similar al control sin L. casei (columna D), lo que 

indica que la adhesión de bacterias fue prácticamente nula en ausencia de 

autoinductor. 

Se logró encontrar un efecto positivo significativo en la adhesión de L. casei 

en presencia del sobrenadante (P<0,00001) y de DPD (P=0,0024), siendo 

significativamente mayor en el grupo con sobrenadante respecto al grupo con 

DPD (P<0,00001). 

 

 

Figura 5. Análisis de adherencia de L. casei ATCC 4646 a superficie sólida. A: cultivo 

de L. casei; B: cultivo de L. casei con sobrenadante; C: cultivo de L. casei con DPD; D: 

grupo blanco, es decir, solo medio de cultivo y agua, sin L. casei.  

  indica p<0,05; indica p<0,00005. 
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Formación de Biopelícula de Lactobacillus casei ATCC 4646 

 

Con el objetivo de evaluar el efecto de AI-2 en la formación de biopelículas 

de L. casei ATCC 4646, se cutivó sobre cubreobjetos de vidrio previamente 

embebidos en saliva, tal como se indica en la sección metodología. 

En la Figura 6 se observa las imágenes obtenidas mediante microscopía 

electrónica de barrido (SEM). En la biopelícula de L. casei en ausencia de DPD 

(Figura 6A), se observa que hay adherencia de algunas bacterias a la superficie, 

así como agregación bacteriana. En aquella biopelícula con adición de DPD 

(Figura 6B), se observa cualitativamente una mayor cantidad de bacterias 

adheridas y agregación bacteriana aparentemente más grande y numerosa, junto 

con un leve incremento en la formación de matriz de exopolisacáridos, que se 

aprecia como una sustancia amorfa adherida a las bacterias. 

Además, es posible observar que, en ambos casos, L. casei mantiene su 

forma celular característica de bastón, lo que indica que DPD no afecta 

negativamente el tamaño, crecimiento o división celular. 
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A 

 

 
B 

Figura 6: Fotomicrografías por microscopía electrónica de barrido (SEM) de biopelículas de L. 
casei ATCC 4646 sobre discos de vidrio embebidos con saliva a las 72 horas de incubación. 
Magnificación 1500X (columna izquierda) y 7000X (columna derecha). Fila A: L. casei en 
medio MRS más agua destilada; Fila B: L. casei en medio MRS más DPD. Flecha azul: 
bacteria adherida; Flecha verde: exopolisacáridos; Círculo rojo: agregación bacteriana. 

.  
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DISCUSIÓN 

En este estudio se demostró que el sistema de quorum sensing mediante 

autoinductor-2, es producido y secretado por L. casei ATCC 4646, influyendo 

positivamente en su capacidad de adhesión y de formación de biopelículas, 

confirmándose así la hipótesis planteada. 

Para determinar la producción de AI-2 por L. casei ATCC 4646, así como 

sus niveles durante las diferentes fases de la curva de crecimiento, se realizaron 

cultivos de este microorganismo, y se tomaron sus sobrenadantes para la 

detección de AI-2. Gracias a los datos representados en la curva de crecimiento 

(Figura 2) se logró caracterizar el crecimiento de L. casei para luego correlacionar 

los datos del ensayo de detección de AI-2 con las distintas etapas de crecimiento 

de la bacteria, determinando el inicio de la fase exponencial desde las 2h de 

crecimiento y alcanzando el inicio de su fase estacionaria a las 6h de incubación. 

Estos resultados son similares a lo descrito por Takagi y cols. (2014), quienes 

analizaron el crecimiento de Lactobacillus delbrueckii, L. paracasei y L. plantarum, 

determinando que a las 6 h comienzan a entrar en su fase estacionaria, la cual se 

asienta a las 8 h.  

Las alícuotas obtenidas durante la curva de crecimiento, se procesaron 

como se describe en la metodología, cultivando el sobrenadante obtenido con V. 

harveyi para cuantificar su bioluminiscencia. Con los datos obtenidos, 

representados en la Figura 3, se confirmó que L. casei ATCC 4646 cultivado en 

medio MRS modificado es capaz de producir AI-2, cuyos niveles son mayores al 

comenzar la fase exponencial, a las 2 h de crecimiento, manteniendo sus niveles 

de AI-2 durante prácticamente toda esta fase. Luego, los niveles de AI-2 

comienzan a decaer al llegar a la fase estacionaria, pero sin dejar de estar 

presente. Es importante señalar que la metodología utilizada permite detectar AI-2 

presente en el medio, sin embargo, no permite determinar la tasa de producción 

de éste. En este contexto, es posible que el AI-2 detectado en la fase estacionaria, 

por ejemplo, sea debido a AI-2 residual producido en las fases anteriores, o bien 

que su tasa de producción no haya disminuido y que el decaimiento de sus niveles 
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sea debido a su utilización. Aun así, se puede afirmar que independiente de la 

fase de crecimiento en que se encuentre la bacteria, hay presencia de AI-2. A la 

fecha, no existen estudios previos que reporten que L. casei ATCC 4646 produzca 

AI-2. Sin embargo, hay estudios que reportaron que L. rhamnosus GG es capaz 

de producir AI-2, el que alcanza su máxima expresión en la fase estacionaria, pero 

que también se encuentra siempre presente durante su crecimiento (Lebeer y cols., 

2007; De Keersmaecker y cols., 2003).  

Moslehi-Jenabian y cols. (2007) reportaron que la producción de AI-2 está 

directamente relacionada con el estrés ácido en otras especies de Lactobacillus, al 

disminuir el pH del medio, sin embargo, esto no ha sido investigado en L. casei. 

Sería importante investigar si existió una baja en el pH del medio durante las 

primeras fases de crecimiento y si esto podría afectar en mayor medida la 

producción de AI-2 en las fases finales de cultivo. 

Una vez confirmada la producción de AI-2 por L. casei, se procedió a 

determinar si efectivamente su adhesión se veía favorecida por la presencia de 

esta molécula. Para esto se usó el ensayo MTT, el cual es capaz de detectar 

bacterias vivas adheridas, logrando discriminar entre bacterias viables y bacterias 

muertas residuales. En este ensayo, se utilizaron 4 grupos experimentales. El 

primero consistió en un cultivo de L. casei en saliva humana como control. El 

segundo grupo fue un cultivo de L. casei en saliva humana donde se agregó 

sobrenadante de un cultivo previo de L. casei que contenía AI-2. En el tercer grupo 

se cultivó L. casei en saliva humana, agregando además DPD comercial. El cuarto 

grupo consistió en medio MRS con saliva humana como blanco. 

Se utilizó DPD, una molécula que se cicla espontáneamente formando AI-2, 

para determinar con mejor precisión su efecto en la adhesión de L. casei. El 

objetivo de incluir un grupo con un sobrenadante de un cultivo de L. casei que 

contiene AI-2, entre otros compuestos secretados por la bacteria, fue determinar si 

existían además otros factores diferentes a AI-2, producidos por L. casei, que 

influyeran en su adhesión. 
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Se logró encontrar un efecto positivo significativo en la adhesión de L. casei 

en presencia del sobrenadante (P<0,00001) y de DPD (P=0,0024), siendo 

significativamente mayor en el grupo con sobrenadante respecto al grupo con 

DPD (P<0,00001), indicando que si bien AI-2 favorece la adhesión a superficies, 

no es el único elemento responsable y existen otros factores involucrados. 

Haddaji y cols. (2015), estudiaron dos cepas de L. casei diferentes a la 

usada en nuestro estudio, encontrando que a bajo pH L. casei cambia las 

propiedades de su membrana, aumentando la proporción de ácidos grasos 

saturados versus los insaturados, y disminuyendo significativamente su adhesión 

a superficies. Aunque no encontraron relación significativa entre los cambios en la 

membrana y la adhesión a superficies, sus resultados indican que el pH del medio 

podría estar afectando, mediante otros mecanismos, la adhesión a superficies. Sin 

embargo, Moslehi-Jenabian y cols. (2007) encontraron que L. rhamnosus y L. 

acidophilus aumentaban la transcripción del gen luxS y la secreción de AI-2 a 

medida que bajaba el pH del medio, siendo atenuado en células ya adaptadas al 

estrés ácido. Esto indica que se requieren futuras investigaciones para determinar 

si en L. casei, cambia la actividad de AI-2 dependiendo del pH del medio, y si esto 

altera su adhesión a superficies. 

Yeo y cols. (2015), analizaron la influencia de distintos tipos de estrés 

gastrointestinales en la actividad de AI-2 en L. rhamnosus y L. plantarum. En el 

estudio, compararon in vitro la adhesión de ambas cepas a células epiteliales 

intestinales de cerdo, usando AI-2 purificado y un inhibidor de AI-2. Encontraron 

un aumento en la adhesión en presencia de AI-2 en ambas cepas, y una 

disminución en la adhesión y en la expresión del gen luxS en presencia del 

inhibidor de AI-2. Esto también se condice con lo encontrado en nuestro estudio, 

indicando que AI-2 tiene un rol en la adhesión a superficies. 

Buck y cols. (2009) estudiaron el efecto de AI-2 en la adhesión de L. 

acidophilus, utilizando una cepa mutante del gen luxS que no producía AI-2. 

Notaron una disminución del 58% en la adhesión a células epiteliales intestinales 

in vitro en comparación al control. Esto se condice con lo encontrado por nuestro 
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estudio, en donde la presencia de altas cantidades de AI-2 aumentó la adhesión a 

superficies in vitro.  

Por medio del ensayo de formación de biopelícula, se obtuvieron imágenes 

de microscopía de barrido para analizar la formación de biopelícula de L. casei. A 

través de un análisis visual cualitativo, se puede ver que hay un aumento en la 

cantidad de bacterias adheridas a la superficie, agregación bacteriana y formación 

de matriz de exopolisacáridos en el grupo con DPD (Figura 6). Esto indica que hay 

una tendencia a formar biopelículas monoespecie con mayor intensidad cuando 

hay mayores niveles de AI-2. Sin embargo, Rickard y cols., (2006) describen en S. 

oralis y A. naeslundii, que sobre y bajo cierta concentración de AI-2, se puede 

inhibir la capacidad de formar biopelículas. Sería interesante evaluar cómo afecta 

la concentración de AI-2 en la capacidad de L. casei de formar biopelículas. 

Además, aún queda por determinar si este efecto ocurre en biopelículas 

multiespecie, que es la condición natural en que se encuentran las bacterias de la 

biopelícula dental. No existen estudios previos que evalúen el efecto de AI-2 en la 

formación de biopelículas multiespecie con L. casei. 

El presente estudio planteó como hipótesis que el sistema de quorum 

sensing mediado por autoinductor-2 funcional está presente en L. casei ATCC 

4646, promoviendo su adhesión y formación de biopelículas. 

Luego de analizar los resultados obtenidos en general, es posible afirmar 

que la presencia de AI-2 favorece la adhesión y formación de biopelícula de L. 

casei ATCC 4646, ya que se aprecia un aumento significativo en su capacidad de 

adhesión a superficies y un aumento en la capacidad de formación de biopelícula 

en presencia de AI-2. 

De acuerdo con esto, se valida la hipótesis planteada en esta investigación. 
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CONCLUSIONES 

En este estudio se analizó si L. casei ATCC 4646 posee un sistema de quorum 

sensing mediado por AI-2 funcional, y si éste participa en su capacidad de 

adhesión y de formación de biopelículas, lo cual no ha sido descrito previamente 

para esta bacteria, determinando que: 

 Lactobacillus casei ATCC 4646 es capaz de producir AI-2 funcional al 

medio externo. 

 La adhesión de Lactobacillus casei ATCC 4646 a superficies se ve 

favorecida en presencia de AI-2. 

 La formación de biopelículas monoespecie de Lactobacillus casei ATCC 

4646 se ve favorecida en presencia de AI-2. 

En conclusión, L. casei ATCC 4646 posee un sistema de quorum sensing 

mediado por AI-2 funcional, que actúa sobre este microorganismo aumentando su 

capacidad de adhesión a superficies y formación de biopelículas. 

Estos resultados permiten deducir que este sistema puede favorecer la 

permanencia de esta bacteria en lesiones de caries. 

SUGERENCIAS 

Se sugiere investigar a futuro en L. casei la relación de la variación de pH 

en el medio con la actividad de AI-2 y el gen luxS y la adhesión a superficies. 

También se sugiere investigar el efecto de AI-2 en la capacidad de L. casei de 

formar biopelículas multiespecies. 
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