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Rezumat

Biofilmul pldacii dentare reprezintd factorul etiologic principal al cariei dentare
si bolii parodontale. Preventia cariei dentare si a afectiunilor parodontiului marginal
vizeazd indepartarea biofilmelor orale existente si prevenirea formarii acestora. Apele
de gura sunt mijloace ieftine, usor de utilizat, scopul lor fiind combaterea biofilmelor
si prevenirea aparitiei gingivitei. Testarea in vitro a agentilor antiplaca trebuie sa
preceada utilizarea clinicad a acestora. Aceasta se realizeaza pe modele experimentale
care imagineaza biofilme create in vitro. Un astfel de model experimental este tehnica
Biofilm Ring Test®. Principiul metodei consta in aditia unor bile magnetice la solutia
bacteriana. Odata cu formarea biofilmelor, bilele magnetice sunt incorporate in
matricea exopolizaharidica. Dupad incubare, biofilmele sunt supuse unui proces de
magnetizare §i scanate intr-un dispozitiv special. Pe baza imaginilor obtinute se
calculeaza un Indice de Formare a Biofilmelor (BFI), valorile acestuia indicand
prezenta sau absenta biofilmelor. Astfel este posibila depistarea rapida, precisa si
reproductibila a biofilmelor.
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BIOFILM RING TEST® - A NEW TECHNIQUE OF IN VITRO
EVALUATION OF MOUTHRINSES

Abstract

Oral biofilms are the etiological factor for dental caries and periodontal disease.
Prevention should focus on the removal of existing oral biofilms and inhibition of
new biofilm formation. Mouthrinses are efficient antiplaque and antigingivits agents.
Mouthrinses are tested in vitro before their clinical use. Biofilm models that mimic in
vivo conditions are used for this purpose. Biofilm Ring Test® represents a new device
for in vitro biofilm evaluation. The principle of the method consists of the addition of
magnetic microbeads to the bacterial solution. During biofilm formation the beads
are incorporated in the exopolisaccharide matrix. After incubation the biofilms are
read with a special scanner prior and after magnetization. Based on the readings a
Biofilm Forming Index (BFI) is calculated. The BFI values are indicating the presence
or absence of biofilms. The Biofim Ring Test® technique is a rapid, precise and
reproducible method for biofilm detection.
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INTRODUCERE

Biofilmele au fost descrise din secolul 17, cand
Leeuwenhoek observa prima oara animaculele din placa
dentara proprie [1]. Dar teoria biofilmului a fost postulata
abia in 1978, cand cercetari ulterioare privind dinamica
formaérii si dezvoltdrii biofilmelor au dus la dobandirea
cunostintelor necesare pentru definirea biofilmelor. Astazi
biofilmele sunt definite ca fiind comunitati bacteriene
sesile atagate ireversibil de un substrat sau intre ele, inglo-
bate intr-o matrice extracelulard de substante polimerice,
pe care celulele bacteriene le-au produs si prezintd un
fenotip modificat cu privire la rata de crestere si transcriptia
genelor [1]. Orice mediu 1n care sunt prezente bacterii si
care prezintd un flux lichidian este predispus la aparitia
biofilmelor [2]. In acest sens, mediul oral reprezinti mediul
ideal pentru aparitia si instalarea biofilmelor, fiind expus
fluxului salivar constant si prezentand numeroase si variate
specii bacteriene. Cele peste 700 de specii bacteriene pre-
zente in cavitatea orala [3] se organizeaza la nivelul supra-
fetelor dentare sub forma placii dentare. Aceasta reuneste
toate caracteristicile structurale si functionale ale unui
biofilm [4]. Particularitatile biofilmului placii dentare sunt
diversitatea mare de specii bacteriene regasite in acesta
si comunicarea intre celule sau de la microcomunitate la
macrocomunicate, proces denumit ’quorum sensing” [2].
Scopul acestui proces dinamic desfagurat intre celulele
bacteriene este de a-si semnaliza prezenta unele fatd de
altele si de a modula expresia genetica ca si raspuns la
modificarile densitatii populationale [2]. Patogenitatea
biofilmului placii dentare, ca si in cazul altor biofilme,
este consecinta rezistentei crescute fatd de substantele
antimicrobiene, precum si a incapacitatii de a fi fagocitat
de celulele de aparare ale gazdei [2]. Biofilmele orale sunt
unanim acceptate ca fiind factorul cauzal al principalelor
afectiuni ale cavitatii orale si anume caria dentara [5] si
boala parodontala [6]. Un loc important in combaterea
acestor afectiuni revine preventici. OMS atrage atentia
asupra importantei care trebuie acordata preventiei, prin
promovarea unui stil de viatd cat mai sanatos, cu scopul
cresterii calitatii vietii [7]. De la corelatia demonstrata
de Loe et al. [8] intre placa dentard si gingivitd, pand in
prezent, cercetari microbiologice, imunologice si modele
experimentale de laborator au aprofundat si explicat
corelatia dintre placa dentara si cele doua afectiuni majore
ale cavitatii orale [9]. Astfel preventia cariei dentare si a
afectiunilor parodontiului marginal vizeaza in principal
indepartarea biofilmelor orale existente §i prevenirea
formarii acestora.

APELE DE GURA - MIJLOC COMPLEMEN-
TAR DE IGIENA ORALA

Indepartarea biofilmelor orale de la nivelul supra-
fetelor dentare se poate realiza profesional in cabinetul
de medicind dentara prin detartraj §i periaj profesional.
Dar principala metodd de indepdrtare a placii dentare

ramane periajul dentar efectuat individual la domiciliu. S-a
demonstrat cd in timpul periajului dentar nu se realizeaza
igienizarea corectd a spatiilor interdentare [10], fiind
necesara utilizarea unor mijloace adjuvante de igienizare
a spatiilor interdentare, cum sunt ata dentara si periutele
interdentare, care permit controlul nivelului de placa din
aceste zone. Studiile au aratat ca, in medie, in tarile Vest
Europene un adult practica periajul dentar In medie un
minut zilnic [9], timp evident insuficient pentru a asigura o
indepartare corecta a biofilmelor orale. Un alt factor limitant
al eficacitatii periajului dentar este lipsa de motivatie
a pacientilor in efectuarea igienizarii orale, precum si
dificultatea medicilor de a motiva pacientii In scopul
mentinerii unei igiene orale cat mai corecte. Timpul necesar
pentru a reusi motivarea corectd a pacientului, exprimata
prin reduceri semnificative ale indicelui de placa este de
3.5 ore [10], interval extrem de lung atat pentru medic, cat
si pentru pacient [10]. Pentru a mari eficienta periajului
dentar intr-un timp mai scurt au aparut periile dentare
electrice. Acestea permit reducerea mai eficientd a placii
dentare, 45% fata de 30% prin periajul manual, necesita un
timp mai scurt de periaj, nu presupun o tehnica complicata
si sunt active si asupra pléacii dentare subgingivale [10].
Chiar si in aceste conditii complianta pacientilor fatd de
acest instrument de igiena orald ramane limitatd, intre 24-
36% [11], la aceasta adaugandu-se si pretul de cost relativ
ridicat al acestor dispozitive.

Dificultatile de indepartare corecta a placii dentare
datorita factorilor mai sus amintiti, precum si incidenta
mare a gingivitei induse de placd in randul populatiei,
reprezintd argumentul principal in favoarea introducerii
unor mijloace complementare de igiena orald. Mai mult,
mucoasa orald este colonizatd de un numar mare de
bacterii, majoritatea speciilor prezente in biofilmul placii
dentare fiind regésite si pe suprafetele mucoasei orale
[12]. Prin exfolierea continua a mucoasei, bacteriile trec in
saliva, facand posibild recolonizarea suprafetelor dentare
igienizate, mucoasa servind astfel ca un rezervor permanent
de bacterii [13]. Existenta acestor nise la nivelul cavitatii
orale, care nu sunt igienizate prin periaj, constituie un alt
argument pentru completarea periajului dentar cu mijloace
suplimentare [13]. Implicatiile bacteriilor orale in aparitia
afectiunilor cardiovasculare, a endocarditei bacteriene, a
pneumoniei de aspiratie §i asocierea cu nasteri premature
[14] reprezinta inca un motiv pentru combaterea biofilmelor
orale. Astfel se impune suplimentarea mijloacelor mecanice
de Indepartare a biofilmelor orale prin introducerea agen-
tilor antimicrobieni. Scopul acestora este de a creste eficien-
ta periajului dentar si de a reduce incarcatura bacteriana de
la nivelul cavitatii orale. Mecanismul lor de actiune consta
fie in prevenirea formadrii biofilmelor, fie in distrugerea
biofilmelor deja formate, fie in impiedicarea cresterii si
dezvoltarii biofilmelor sau uciderea anumitor suse bacte-
riene de la nivelul biofilmelor [15]. Agentii antimicrobieni,
in principal substante chimice, sunt Incorporati in ape de
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gurd, paste de dinti, gume de mestecat si altele.

Apele de gurd sunt mijloace ieftine ce oferd bene-
ficiul de a fi usor de utilizat, fara a necesita o0 manualitate
deosebita din partea pacientului. Apele de gura patrund in
toate zonele cavitatii orale, reducand numarul bacteriilor
atat la nivelul suprafetelor dure, cat si la nivelul mucoasei
orale [16]. Scopul lor este de a combate biofilmele orale, de
a preveni aparitia gingivitei [9] si progresia parodontopatiei
marginale cronice [16]. Eficacitatea clinicd a apelor de
gurd a fost demonstratd prin numeroase studii efectuate
pe termen scurt, mediu §i lung, care au aratat cd diversele
substante Incorporate in apele de gura contribuie eficient la
reducerea nivelului de placa si a inflamatiei gingivale [17].
Inainte de a fi testati clinic, agentii antiplacd sunt testati
in vitro pentru a determina efectul antimicrobian si efectul
asupra biofilmelor orale al acestora.

TESTAREA EFICACITATII AGENTILOR
ANTIPLACA

O caracterisitici majora a bacteriilor care trdiesc
in biofilme o constituie rezistenta acestora fata de agentii
antimicrobieni. Astfel celulele bacteriene din biofilme se
comporta diferit fatd de agentii antimicrobieni, comparativ
cu celulele 1n stare planctonica [1]. Apele de gurd, in timpul
scurt cat sunt aplicate asupra biofilmelor orale, trebuie sa
penetreze matricea extracelulard in vederea patrunderii in
grosimea biofilmelor pentru a fi eficiente asupra bacteriilor
[18]. Din aceste considerente rezultatele obtinute prin
testarea efectului antimicrobian asupra celulelor in stare
planctonica vor fi diferite fatd de rezultatele obtinute prin
testarea aceluiasi produs asupra aceleiasi suge bacteriene,
cand aceasta se gaseste in interiorul unui biofilm [18].
Pentru a evita aceste neajunsuri si pentru a obtine conditii
experimentale mai apropiate de conditiile din cavitatea
orala 1n timpul cercetarii biofilmelor in vitro, s-au dezvoltat
multiple tehnici experimentale ce urmaresc formarea bio-
filmelor in vitro. Aparitia acestor modele experimentale
de formare a biofilmelor in vitro constituie un pas inainte
in cercetarea produselor anti-placd, permitand testarea
agentilor antimicrobieni asupra biofilmelor orale [9].
Unele din aceste modele experimentale realizeaza formarea
biofilmelor in stare dinamica, cum ar fi Constant Depth
Film Fermenter, dezvoltat de Pratten et al. [19] sau formarea
biofilmelor in dispozitive speciale, cum sunt spre exemplu
camerele Ludin in care solutia bacteriand este angajata
intr-un flux continuu cu autorul unei pompe peristaltice.
Alte modele experimentale se bazeaza pe formarea statica
a biofilmelor. Dintre aceste metode, cea mai cunoscuta este
tehnica cristal violet de cercetare a biofilmelor sau modelul
dezvoltat de Guggenheim et al., In care biofilmele sunt
formate pe discuri de hidroxiapatita [20]. O noua tehnica
de cercetare a biofilmelor orale in vitro este Tehnologia
Biofilm Ring Test®, dezvoltata de Biofilm Control® Saint
Beauzire, Franta.

TEHNOLOGIA BIOFILM RING TEST®

Dispozitivul Biofilm Ring Test® cuprinde un set de
aparate necesare pentru formarea si evaluarea biofilmelor.
Kit-ul complet de efectuare a analizei biofilmului prin
tehnologia Biofilm Ring Test® cuprinde:

- Un flacon Toner 0.05 sau 0.06, care contine solutia
cu bile magnetice;

- Un flacon solutie de contrast;

- 12 barete de polistiren a cate 8 godeuri fiecare;

- Un dispozitiv de magnetizare care prezintd 96
de pozitii. In dispozitivul de magnetizare pot fi asezate
12 barete a cate 8 godeuri fiecare, deci pot fi magnetizate
12 barete odatd. Baretele de polistiren sunt asezate in
dispozitivul de magnetizare, astfel incat centrului fiecarui
godeu sa i corespunda unui centru de magnetizare;

- Un scanner special — Biofilm Reader® (Saint
Beauzire, France), utilizat pentru lecturarea baretelor
inainte i dupa magnetizare;

- Un calculator dotat cu un software special, in care
vor fi stocate si analizate datele primite de la scanner;

- Un software special — Biofilm Control Elements®
(Saint Beauzire, France), conceput special pentru compa-
rarea imaginilor si calcularea Indicelui de Formare a
Biofilmului BFI.

PRINCIPIUL METODEI

Principiul metodei Biofilm Ring Test® a fost descris
pe larg de Chavant et al. [21]. Se bazeaza pe aditia la solutia
bacteriand a unor bile magnetice cu diametrul de 5 sau 6
microni. Bilele magnetice se gasesc in solutia de Toner,
iar proportia de addugare a Tonerului la solutia bacteriana
este de 1%. Amestecul solutie bacteriana-bile magnetice va
fi inoculat 1n barete de polistiren a cate 8 godeuri fiecare.
Solutia bacteriana este apoi incubatd timpul necesar pentru
formarea biofilmelor, specific pentru fiecare bacterie in
parte. Se vor respecta de asemenea conditiile de aerobioza
sau anaerobiozd necesare dezvoltarii biofilmelor bacte-
riene. Odata cu initierea formarii biofilmelor bacteriile
vor sintetiza matricea exopolizaharidica. Bilele magnetice
adaugate la solutia bacteriana vor fi cuprinse in interiorul
matricii exopolizaharidice, fiind retinute astfel ferm in
interiorul biofilmului. Dupa perioada de incubare in godeuri
se va adauga un lichid de contrast care va permite lecturarea
baretelor in scannerul special Biofilm Reader®. Dupa prima
lectura datele culese de scanner vor fi trimise 1n calculator,
fiind interpretate si stocate de software-ul special Biofilm
Control Elements®. Baretele vor fi introduse apoi in
dispozitivul special de magnetizare i vor fi magnetizate
timp de 1 minut. Bilele care nu au fost retinute in matricea
exopolizaharidica in timpul formarii biofilmului, vor fi
atrase spre centrul godeului, formand un inel de culoare
rosie. Dupa magnetizare se va efectua o a doua lectura care
va permite detectarea bilelor magnetice depuse pe baza
godeului (Fig. 1). Datele culese dupd aceasta a doua lectura
vor fi transmise, interpretate si stocate de asemenea in
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calculator. Din compararea imaginilor obtinute dupa prima
si cea de-a doua lecturd pentru fiecare godeu se va calcula
o valoare denumita Indice de Formare a Biofilmului — BFI.
Astfel un BFI inferior lui 2 indica formarea completa a
biofilmului, un BFI superior lui 7 arata absenta biofilmului,
iar valorile intermediare se traduc prin biofilme in curs de
formare [21].

82)| 16 | 196 | 149 | (l.6) | L7 28 | IS

Fig. 1 Ilustreazd imaginea afisatd de calculator dupa a doua
scanare a baretei. Godeurile 1,3,4,7,8 arata absenta completd
a biofilmului. Inelul rosu la baza godeului apare ca urmare a
atractiei bilelor magnetice in aceasta arie in timpul magnetizarii.
in godeurile 2,5,6 lipsa inelului rosu exprima prezenta unui
biofilm complet format.

METODE DE CERCETARE A BIOFILMELOR
ORALE CU TEHNOLOGIA BIOFILM RING TEST®

Tehnica Biofilm Ring Test® poate fi aplicatd in
mai multe moduri in vederea cercetarii efectului agentilor
antiplaca asupra biofilmelor orale.

O prima metoda o constituie pretratarea suprafetelor
godeurilor o anumitd perioadd de timp cu produsul care
urmeaza sa fie testat. Apoi din godeuri se elimina produsul
testat si se aplica solutia bacteriana. Baretele se vor incuba
in conditii corespunzatoare perioada de timp necesara
formarii biofilmelor. In urmitoarea etapa, baretele vor fi
lecturate si se vor interpreta rezultatele in functie de valorile
BFI obtinute. In absenta formarii biofilmelor, BFI mai mare
decat 7, produsul poate fi considerat ca un produs eficient
in inhibarea adeziunii bacteriilor pe suprafetele pretratate.

O altd modalitate de testare a actiunii produselor
asupra biofilmelor consta in formarea initiala a biofilmelor
pe suprafata godeurilor. In acest sens solutia bacteriani
va fi inoculatd in godeuri §i acestea vor fi incubate timpul
necesar respectdnd conditiile de crestere a bacteriilor.
Ulterior solutia bacteriand va fi eliminatd prin aspirare
atentd si in godeuri va fi inoculat produsul de testat si lasat
sa actioneze asupra biofilmelor o anumita perioada de timp.
Baretele vor fi ulterior lecturate cu scannerul special, iar
rezultatele vor fi interpretate in functie de valorile BFI. Prin
aceastd metodologie de lucru se poate analiza capacitatea
produsului testat de a detasa biofilmele deja formate de la
nivelul suprafetelor unde acestea s-au constituit.

Un alt mecanism de actiune care poate fi testat prin
tehnologia Biofilm Ring Test® este acela al unor substante
de a interfera cu formarea biofilmelor. In acest sens solutia
bacteriana este mixata cu produsul de testat, iar acestea vor
fi inoculate concomitent in godeuri si incubate 1n conditii
optime. Dupa lecturarea baretelor cu scanner-ul special,
rezultatele sunt corelate cu valorile BFI. Un studiu a fost
efectuat in acest sens cu furanona C30 care s-a dovedit a fi

un potential inhibitor al formarii biofilmelor de
Streptococcus. mutans, prin inhibarea semnalelor de tip
quorum sensing trimise de aceste bacterii [22].

Tehnologia Biofilm Ring Test este o tehnica rapida
de studiu a dezvoltarii biofilmelor, fiind potrivita si pentru
studiul dinamic al formarii biofilmelor, asa cum arata
Nagant et al. [23].

CONCLUZII

Avantajele acestei metode sunt simplitatea de
manipulare, rapiditatea si reproductibilitatea foarte mare
[21]. Este o tehnica care nu necesitd metode laborioase,
care nu implicda multiple faze de laborator sau tehnici
sofisticate si nici o tehnologie foarte extinsa de laborator.
Face posibila efectuarea unui numar mare de teste simultan
si permite testarea concomitentd a mai multor produse
asupra biofilmelor 1n aceleasi conditii experimentale.
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