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Rezumat 

Biofilmul plăcii dentare reprezintă factorul etiologic principal al cariei dentare 
şi bolii parodontale. Prevenţia cariei dentare şi a afecţiunilor parodonţiului marginal 
vizează îndepărtarea biofilmelor orale existente şi prevenirea formării acestora. Apele 
de gură sunt mijloace ieftine, uşor de utilizat, scopul lor fiind combaterea biofilmelor 
și prevenirea apariţiei gingivitei. Testarea in vitro a agenţilor antiplacă trebuie să 
preceadă utilizarea clinică a acestora. Aceasta se realizează pe modele experimentale 
care imaginează biofilme create in vitro. Un astfel de model experimental este tehnica 
Biofilm Ring Test®. Principiul metodei constă în adiţia unor bile magnetice la soluţia 
bacteriană. Odată cu formarea biofilmelor, bilele magnetice sunt încorporate în 
matricea exopolizaharidică. După incubare, biofilmele sunt supuse unui proces de 
magnetizare şi scanate într-un dispozitiv special. Pe baza imaginilor obţinute se 
calculează un Indice de Formare a Biofilmelor (BFI), valorile acestuia indicând 
prezenţa sau absenţa biofilmelor. Astfel este posibilă depistarea rapidă, precisă şi 
reproductibilă 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, când 

Leeuwenhoek observa prima oară animaculele din placa 
dentară proprie [1]. Dar teoria biofilmului a fost postulată 
abia în 1978, când cercetări ulterioare privind dinamica 
formării şi dezvoltării biofilmelor au dus la dobândirea 
cunoştinţelor necesare pentru definirea biofilmelor. Astăzi 
biofilmele sunt definite ca fiind comunităţi bacteriene 
sesile ataşate ireversibil de un substrat sau între ele, înglo-
bate într-o matrice extracelulară de substanţe polimerice, 
pe care celulele bacteriene le-au produs şi prezintă un 
fenotip modificat cu privire la rata de creştere şi transcripţia 
genelor [1]. Orice mediu în care sunt prezente bacterii şi 
care prezintă un flux lichidian este predispus la apariţia 
biofilmelor [2]. În acest sens, mediul oral reprezintă mediul 
ideal pentru apariţia şi instalarea biofilmelor, fiind expus 
fluxului salivar constant şi prezentând numeroase şi variate 
specii bacteriene. Cele peste 700 de specii bacteriene pre-
zente în cavitatea orală [3] se organizează la nivelul supra-
feţelor dentare sub forma plăcii dentare. Aceasta reuneşte 
toate caracteristicile structurale şi funcţionale ale unui 
biofilm [4]. Particularităţile biofilmului plăcii dentare sunt 
diversitatea mare de specii bacteriene regăsite în acesta 
şi comunicarea între celule sau de la microcomunitate la 
macrocomunicate, proces denumit ”quorum sensing” [2]. 
Scopul acestui proces dinamic desfăşurat între celulele 
bacteriene este de a-şi semnaliza prezenţa unele faţă de 
altele şi de a modula expresia genetică ca şi răspuns la 
modificările densităţii populaţionale [2]. Patogenitatea 
biofilmului plăcii dentare, ca şi în cazul altor biofilme, 
este consecinţa rezistenţei crescute faţă de substanţele 
antimicrobiene, precum şi a incapacităţii de a fi fagocitat 
de celulele de apărare ale gazdei [2]. Biofilmele orale sunt 
unanim acceptate ca fiind factorul cauzal al principalelor 
afecţiuni ale cavităţii orale şi anume caria dentară [5] şi 
boala parodontală [6]. Un loc important în combaterea 
acestor afecţiuni revine prevenţiei. OMS atrage atenţia 
asupra importanţei care trebuie acordată prevenţiei, prin 
promovarea unui stil de viaţă cât mai sănătos, cu scopul 
creşterii calităţii vieţii [7]. De la corelaţia demonstrată 
de Loe et al. [8] între placa dentară şi gingivită, până în 
prezent, cercetări microbiologice, imunologice şi modele 
experimentale de laborator au aprofundat şi explicat 
corelaţia dintre placa dentară şi cele două afecţiuni majore 
ale cavităţii orale [9]. Astfel prevenţia cariei dentare şi a 
afecţiunilor parodonţiului marginal vizează în principal 
îndepărtarea biofilmelor orale existente şi prevenirea 
formării acestora. 

Apele de gură - mijloc complemen-
tar de igienă orală

Îndepărtarea biofilmelor orale de la nivelul supra-
feţelor dentare se poate realiza profesional în cabinetul 
de medicină dentară prin detartraj şi periaj profesional. 
Dar principala metodă de îndepărtare a plăcii dentare 

rămâne periajul dentar efectuat individual la domiciliu. S-a 
demonstrat că în timpul periajului dentar nu se realizează 
igienizarea corectă a spaţiilor interdentare [10], fiind 
necesară utilizarea unor mijloace adjuvante de igienizare 
a spaţiilor interdentare, cum sunt aţa dentară şi periuţele 
interdentare, care permit controlul nivelului de placă din 
aceste zone. Studiile au arătat că, în medie, în ţările Vest 
Europene un adult practică periajul dentar în medie un 
minut zilnic [9], timp evident insuficient pentru a asigura o 
îndepărtare corectă a biofilmelor orale. Un alt factor limitant 
al eficacităţii periajului dentar este lipsa de motivaţie 
a pacienţilor în efectuarea igienizării orale, precum şi 
dificultatea medicilor de a motiva pacienţii în scopul 
menţinerii unei igiene orale cât mai corecte. Timpul necesar 
pentru a reuşi motivarea corectă a pacientului, exprimată 
prin reduceri semnificative ale indicelui de placă este de 
3.5 ore [10], interval extrem de lung atât pentru medic, cât 
şi pentru pacient [10]. Pentru a mări eficienţa periajului 
dentar într-un timp mai scurt au apărut periile dentare 
electrice. Acestea permit reducerea mai eficientă a plăcii 
dentare, 45% faţă de 30% prin periajul manual, necesită un 
timp mai scurt de periaj, nu presupun o tehnică complicată 
şi sunt active şi asupra plăcii dentare subgingivale [10]. 
Chiar şi în aceste condiţii complianţa pacienţilor faţă de 
acest instrument de igienă orală rămâne limitată, între 24-
36% [11], la aceasta adăugându-se şi preţul de cost relativ 
ridicat al acestor dispozitive.

Dificultăţile de îndepărtare corectă a plăcii dentare 
datorită factorilor mai sus amintiţi, precum şi incidenţa 
mare a gingivitei induse de placă în rândul populaţiei, 
reprezintă argumentul principal în favoarea introducerii 
unor mijloace complementare de igienă orală. Mai mult, 
mucoasa orală este colonizată de un număr mare de 
bacterii, majoritatea speciilor prezente în biofilmul plăcii 
dentare fiind regăsite şi pe suprafeţele mucoasei orale 
[12]. Prin exfolierea continuă a mucoasei, bacteriile trec în 
salivă, făcând posibilă recolonizarea suprafeţelor dentare 
igienizate, mucoasa servind astfel ca un rezervor permanent 
de bacterii [13]. Existenţa acestor nişe la nivelul cavităţii 
orale, care nu sunt igienizate prin periaj, constituie un alt 
argument pentru completarea periajului dentar cu mijloace 
suplimentare [13]. Implicaţiile bacteriilor orale în apariţia 
afecţiunilor cardiovasculare, a endocarditei bacteriene, a 
pneumoniei de aspiraţie şi asocierea cu naşteri premature 
[14] reprezintă încă un motiv pentru combaterea biofilmelor 
orale. Astfel se impune suplimentarea mijloacelor mecanice 
de îndepărtare a biofilmelor orale prin introducerea agen-
ţilor antimicrobieni. Scopul acestora este de a creşte eficien-
ţa periajului dentar şi de a reduce încărcătura bacteriană de 
la nivelul cavităţii orale. Mecanismul lor de acţiune constă 
fie în prevenirea formării biofilmelor, fie în distrugerea 
biofilmelor deja formate, fie în împiedicarea creşterii şi 
dezvoltării biofilmelor sau uciderea anumitor suşe bacte-
riene de la nivelul biofilmelor [15]. Agenţii antimicrobieni, 
în principal substanţe chimice, sunt încorporaţi în ape de 
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gură, paste de dinţi, gume de mestecat şi altele. 
Apele de gură sunt mijloace ieftine ce oferă bene-

ficiul de a fi uşor de utilizat, fără a necesita o manualitate 
deosebită din partea pacientului. Apele de gură pătrund în 
toate zonele cavităţii orale, reducând numărul bacteriilor 
atât la nivelul suprafeţelor dure, cât şi la nivelul mucoasei 
orale [16]. Scopul lor este de a combate biofilmele orale, de 
a preveni apariţia gingivitei [9] şi progresia parodontopatiei 
marginale cronice [16]. Eficacitatea clinică a apelor de 
gură a fost demonstrată prin numeroase studii efectuate 
pe termen scurt, mediu şi lung, care au arătat că diversele 
substanţe încorporate în apele de gură contribuie eficient la 
reducerea nivelului de placă şi a inflamaţiei gingivale [17]. 
Înainte de a fi testaţi clinic, agenţii antiplacă sunt testaţi 
in vitro pentru a determina efectul antimicrobian şi efectul 
asupra biofilmelor orale al acestora.

Testarea eficacităţii agenţilor 
antiplacă

O caracterisitică majoră a bacteriilor care trăiesc 
în biofilme o constituie rezistenţa acestora faţă de agenţii 
antimicrobieni. Astfel celulele bacteriene din biofilme se 
comportă diferit faţă de agenţii antimicrobieni, comparativ 
cu celulele în stare planctonică [1]. Apele de gură, în timpul 
scurt cât sunt aplicate asupra biofilmelor orale, trebuie să 
penetreze matricea extracelulară în vederea pătrunderii în 
grosimea biofilmelor pentru a fi eficiente asupra bacteriilor 
[18]. Din aceste considerente rezultatele obţinute prin 
testarea efectului antimicrobian asupra celulelor în stare 
planctonică vor fi diferite faţă de rezultatele obţinute prin 
testarea aceluiaşi produs asupra aceleiaşi suşe bacteriene, 
când aceasta se găseşte în interiorul unui biofilm [18]. 
Pentru a evita aceste neajunsuri şi pentru a obţine condiţii 
experimentale mai apropiate de condiţiile din cavitatea 
orală în timpul cercetării biofilmelor in vitro, s-au dezvoltat 
multiple tehnici experimentale ce urmăresc formarea bio-
filmelor in vitro. Apariţia acestor modele experimentale 
de formare a biofilmelor in vitro constituie un pas înainte 
în cercetarea produselor anti-placă, permiţând testarea 
agenţilor antimicrobieni asupra biofilmelor orale [9]. 
Unele din aceste modele experimentale realizează formarea 
biofilmelor în stare dinamică, cum ar fi Constant Depth 
Film Fermenter, dezvoltat de Pratten et al. [19] sau formarea 
biofilmelor în dispozitive speciale, cum sunt spre exemplu 
camerele Ludin în care soluţia bacteriană este angajată 
într-un flux continuu cu autorul unei pompe peristaltice. 
Alte modele experimentale se bazează pe formarea statică 
a biofilmelor. Dintre aceste metode, cea mai cunoscută este 
tehnica cristal violet de cercetare a biofilmelor sau modelul 
dezvoltat de Guggenheim et al., în care biofilmele sunt 
formate pe discuri de hidroxiapatită [20]. O nouă tehnică 
de cercetare a biofilmelor orale in vitro este Tehnologia 
Biofilm Ring Test®, dezvoltată de Biofilm Control® Saint 
Beauzire, Franţa.

Tehnologia Biofilm Ring Test®

Dispozitivul Biofilm Ring Test® cuprinde un set de 
aparate necesare pentru formarea şi 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 conţine soluţia 
cu bile magnetice;

-	 Un flacon soluţie de contrast; 
-	 12 barete de polistiren a câte 8 godeuri fiecare;
-	 Un dispozitiv de magnetizare care prezintă 96 

de poziţii. În dispozitivul de magnetizare pot fi aşezate 
12 barete a câte 8 godeuri fiecare, deci pot fi magnetizate 
12 barete odată. Baretele de polistiren sunt aşezate în 
dispozitivul de magnetizare, astfel încât centrului fiecărui 
godeu să îi corespundă unui centru de magnetizare; 

-	 Un scanner special – Biofilm Reader® (Saint 
Beauzire, France), utilizat pentru lecturarea baretelor 
înainte şi după magnetizare; 

-	 Un calculator dotat cu un software special, în 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 şi 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 bazează pe adiţia la soluţia 
bacteriană a unor bile magnetice cu diametrul de 5 sau 6 
microni. Bilele magnetice se găsesc în soluţia de Toner, 
iar proporţia de adăugare a Tonerului la soluţia bacteriană 
este de 1%. Amestecul soluţie bacteriană-bile magnetice va 
fi inoculat în barete de polistiren a câte 8 godeuri fiecare. 
Soluţia bacteriană este apoi incubată timpul necesar pentru 
formarea biofilmelor, specific pentru fiecare bacterie în 
parte. Se vor respecta de asemenea condiţiile de aerobioză 
sau anaerobioză necesare dezvoltării biofilmelor bacte-
riene. Odată cu iniţierea formării biofilmelor bacteriile 
vor sintetiza matricea exopolizaharidică. Bilele magnetice 
adăugate la soluţia bacteriană vor fi cuprinse în interiorul 
matricii exopolizaharidice, fiind reţinute astfel ferm în 
interiorul biofilmului. După perioada de incubare în godeuri 
se va adăuga un lichid de contrast care va permite lecturarea 
baretelor în scannerul special Biofilm Reader®. După prima 
lectură datele culese de scanner vor fi trimise în calculator, 
fiind interpretate şi stocate de software-ul special Biofilm 
Control Elements®. Baretele vor fi introduse apoi în 
dispozitivul special de magnetizare şi vor fi magnetizate 
timp de 1 minut. Bilele care nu au fost reţinute în matricea 
exopolizaharidică în timpul formării biofilmului, vor fi 
atrase spre centrul godeului, formând un inel de culoare 
roşie. După magnetizare se va efectua o a doua lectură care 
va permite detectarea bilelor magnetice depuse pe baza 
godeului (Fig. 1). Datele culese după această a doua lectură 
vor fi transmise, interpretate şi stocate de asemenea în 
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calculator. Din compararea imaginilor obţinute după prima 
şi cea de-a doua lectură pentru fiecare godeu se va calcula 
o valoare denumită Indice de Formare a Biofilmului – BFI.  
Astfel un BFI inferior lui 2 indică formarea completă a 
biofilmului, un BFI superior lui 7 arată absenţa biofilmului, 
iar valorile intermediare se traduc prin biofilme în curs de 
formare [21]. 

Fig. 1 Ilustrează imaginea afişată de calculator după a doua 
scanare a baretei. Godeurile 1,3,4,7,8 arată absenţa completă 
a biofilmului. Inelul roşu la baza godeului apare ca urmare a 
atracţiei bilelor magnetice în această arie în timpul magnetizării. 
În godeurile 2,5,6 lipsa inelului roşu exprimă prezenţa unui 
biofilm complet format.

Metode de cercetare a biofilmelor 
orale cu tehnologia Biofilm Ring Test®

Tehnica Biofilm Ring Test® poate fi aplicată în 
mai multe moduri în vederea cercetării efectului agenţilor 
antiplacă asupra biofilmelor orale. 

O primă metodă o constituie pretratarea suprafeţelor 
godeurilor o anumită perioadă de timp cu produsul care 
urmează să fie testat. Apoi din godeuri se elimină produsul 
testat şi se aplică soluţia bacteriană. Baretele se vor incuba 
în condiţii corespunzătoare perioada de timp necesară 
formării biofilmelor. În următoarea etapă, baretele vor fi 
lecturate şi se vor interpreta rezultatele în funcţie de valorile 
BFI obţinute. În absenţa formării biofilmelor, BFI mai mare 
decât 7, produsul poate fi considerat ca un produs eficient 
în inhibarea adeziunii bacteriilor pe suprafeţele pretratate.

O altă modalitate de testare a acţiunii produselor 
asupra biofilmelor constă în formarea iniţială a biofilmelor 
pe suprafaţa godeurilor. În acest sens soluţia bacteriană 
va fi inoculată în godeuri şi acestea vor fi incubate timpul 
necesar respectând condiţiile de creştere a bacteriilor. 
Ulterior soluţia bacteriană va fi eliminată prin aspirare 
atentă şi în godeuri va fi inoculat produsul de testat şi lăsat 
sa acţioneze asupra biofilmelor o anumită perioadă de timp. 
Baretele vor fi ulterior lecturate cu scannerul special, iar 
rezultatele vor fi interpretate în funcţie de valorile BFI. Prin 
această metodologie de lucru se poate analiza capacitatea 
produsului testat de a detaşa biofilmele deja formate de la 
nivelul suprafeţelor unde acestea s-au constituit.

Un alt mecanism de acţiune care poate fi testat prin 
tehnologia Biofilm Ring Test® este acela al unor substanţe 
de a interfera cu formarea biofilmelor. În acest sens soluţia 
bacteriană este mixată cu produsul de testat, iar acestea vor 
fi inoculate concomitent în godeuri şi incubate în condiţii 
optime. După lecturarea baretelor cu scanner-ul special, 
rezultatele sunt corelate cu valorile BFI. Un studiu a fost 
efectuat în acest sens cu furanona C30 care s-a dovedit a fi 

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

Tehnologia Biofilm Ring Test este o tehnică rapidă 
de studiu a dezvoltării biofilmelor, fiind potrivită şi pentru 
studiul dinamic al formării biofilmelor, aşa cum arată 
Nagant et al. [23].

Concluzii
Avantajele acestei metode sunt simplitatea de 

manipulare, rapiditatea şi reproductibilitatea foarte mare 
[21]. Este o tehnică care nu necesită metode laborioase, 
care nu implică multiple faze de laborator sau tehnici 
sofisticate şi nici o tehnologie foarte extinsă de laborator. 
Face posibilă efectuarea unui număr mare de teste simultan 
şi permite testarea concomitentă a mai multor produse 
asupra biofilmelor în aceleaşi condiţii experimentale.
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