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Streszczenie  
Cel: Ocenić aktywność przeciwbakteryjną w testach in vitro oraz in vivo czterech komercyjnych płynów do płu-
kania jamy ustnej z 0,12% zawartością chlorheksydyny. 
Materiał i metody: Test aktywności przeciwbakteryjnej in vitro składał się z modyfikowanego testu kontakto-
wego, gdzie testowano 20 wybranych gatunków bakterii przez 1 min z każdym produktem testowym. Po bada-
niu, hodowano inokulum, a wyniki wyrażono w odniesieniu do przeżycia/odporności i procentu przeżycia w 
porównaniu z próbą kontrolną z solą fizjologiczną. Badanie in vivo składało się z podwójnie ślepego, randomi-
zowanego skrzyżowanego badania liczby bakterii ślinowych. 10 ochotników płukało jamę ustną każdym z te-
stowanych produktów w ciągu 1 minuty. Próbki śliny uzyskiwano przed płukaniem, po 5 minutach oraz po 1, 3,5 
i 7 godzinie. Próbki te były hodowane zarówno w warunkach tlenowych i beztlenowych. Procent przeżycia w 
stosunku do wartości początkowej był obliczany dla każdego punktu czasowego. Porównania między produk-
tami były badane za pomocą testu ANOVA i testu T-studenta dla prób zależnych.  
Wyniki: Kontaktowe badania in vitro nie wykazały przeżycia każdego z badanych gatunków w produkcie zawie-
rającym CHX + CPC, podczas gdy trzy gatunki (Lactobacillus casei, Streptococ-cus mitis i Peptostreptococcus 
Micros) były odporne na pozostałe trzy produkty. CHX i CHX + NaF wykazały dodatkowe oporne gatunki (odpo-
wiednio trzy i cztery gatunki). Badanie in vivo dla liczby bakterii ślinowych wykazało wyższą redukcję dla CHX + 
CPC i CHX + ALC dla bakterii tlenowych i beztlenowych, trwającą 5 godzin. Znaczące różnice zostały stwierdzone 
w wielokrotnych punktach czasowych, kiedy te dwa produkty zostały porównane zarówno z próbami kontrol-
nymi i innymi testowanymi produktami.  
Wnioski: Istotne różnice w działaniu, między produktami zawierającymi 0,12% CHX, zostały wykryte zarówno w 
badaniach in vitro jak i w in vivo. Preparat zawierający alkohol był bardziej aktywny niż te bez alkoholu, z wyjąt-
kiem preparatu z CHX + CPC, w którym zmiana składu i dodatek CPC nie tylko wyrównał, a nawet zwiększył 
aktywność przeciwbakteryjną. 

 

 
       Chlorheksydyna (CHX), poza 
wszelkimi wątpliwościami, jest 
najbardziej zbadanym i skutecznym 
środkiem przeciwbakteryjnym w 
chemicznej kontroli płytki nazębnej 
i jest uważana za kontrolę pozy-
tywną (złoty standard), do którego 
wszystkie inne środki przeciwbio-
filmowe powinny być porównywa-
ne (Jones 1997). Są to dwie katio-
nowe grupy biguanidowe, o szero-
kim działaniu przeciwbakteryjnym, 

niskiej toksyczności w komórkach 
ssaków i wysokim powinowactwie 
do przyczepienia do skóry i błony 
śluzowej. Jej mechanizm działania 
obejmuje bezpośrednie zniszczenia 
w wewnętrznej błonie cytoplazma-
tycznej, będącej bakteriostatyczną 
w niskich dawkach i bakteriobójczą 
w dużych stężeniach. Jej zalety nie 
opierają się tylko na jej przeciwbak-
teryjnych własnościach, lecz także 
na jej powinowactwie do łączenia 

się z szeroką gamą substratów. Ta 
właściwość, znana jako substan-
tywność, pozwala chlorheksydynie 
uzyskać efektywny poziom anty-
bakteryjny, przy użyciu rozsądnej 
dawki (dwa razy dziennie co po-
zwala pacjentom zastosować się do 
jej używania (Addy & Moran 1997a) 
W związku z wykazaną skuteczno-
ścią chlorheksydyna  została zawar-
ta w różnych nośnikach do użytku 
wewnątrzustnego, takich jak płyny 



do płukania jamy ustnej, żele, środ-
ki do czyszczenia zębów, spreje, 
gumy do żucia, itp.; w różnych 
stężeniach i w różnych prepara-
tach, w połączeniu z innymi pro-
duktami aktywnymi lub celem uzy-
skania bardziej stabilnego prepara-
tu albo zmniejszenia skutków 
ubocznych. Te różne produkty 
oparte na CHX zostały przetesto-
wane w licznych badaniach w prze-
ciągu ostatnich dwóch dekad (Addy 
& Renton-Harper 1997) zapewnia-
jąc podstawy dla wielu wskaźników 
klinicznych, gdzie chlorheksydyna 
jest obecnie używana.  (Addy & 
Moran 1997b). 
       Jednakże, modyfikacje w pre-
paratach zawierających chlorhek-
sydynę mogą wpływać na jej 
sprawdzoną skuteczność, zatem 
każde z tych zmian powinno być 
odpowiednio przebadane. Jedną z 
najbardziej kontrowersyjnych 
zmian jest dodatek alkoholu. Dla 
niektórych autorów, jego obecność 
może być związana ze wzrostem 
szeregu zagrożeń takich jak nowo-
twór jamy ustnej (Elmore & Hor-
witz, 1995, Shapiro i in. 1996) i 
może być to przeciwwskazane u 
niektórych pacjentów np. tych z 
zapaleniem błony śluzowej, dozna-
jących naświetlania głowy i szyi, z 
obniżoną odpornością czy alkoholi-
kom (Eldridge i in. 1998). Z drugiej 
strony, alkohol może być istotny 
dla uzyskania stabilności i aktywno-
ści produktu, ponieważ może zapo-
biegać jego zanieczyszczeniu (Vige-
ant i in. 1998). Ponadto, preparat 
zaakceptowany przez ADA (Związek 
Dentystów Amerykańskich - Ameri-
can Dental Association) i FDA 
(Agencja Żywności i Leków - Food 
and Drug Ad-ministration) zawiera 
11,6% alkoholu (Mandel 1994). 
Zatem, nie jest obecnie jasny, ani 
szkodliwy, ani ochronny skutek 
działania alkoholu w preparatach 
zawierających chlorheksydynę. 
Dodatek innych składników aktyw-
nych do preparatów zawierających 
chlorheksydynę, w celu dodatko-
wego bądź synergistycznego efek-
tu, powinnien być dokładnie osza-
cowany, ponieważ chlorheksydyna 

jest wysoce kationową molekułą, a 
zatem reaguje z dowolną chemicz-
nie anionową cząsteczką, powodu-
jąc jej inaktywację.  
       Aby zbadać działanie przeciw-
bakteryjne produktów antysepty-
czych i poznać ich możliwy zakres 
działania, zostały zastosowane 
różne testy in vitro. Mimo to, że 
wniosków z tego rodzaju badań nie 
można wyciągnąć dla warunków in 
vivo , to są one uważane za potężne 
narzędzia do celów porównaw-
czych. Kontaktowe badania in vitro 
zostały użyte do oceny różnych 
środków antyseptycznych (Golden-
heim 1993, D'Arcangelo & Varvara 
1998). Jedna modyfikacja, Krótko-
terminowy Test Unie-ruchomienia 
(SIKT) został opracowany przez 
Dentaid’s Product Research Area 
(Sant Cugat del Valle's, Barcelona, 
Hiszpania), aby ocenić skuteczność 
in vitro dla substancji czynnych i 
różnych preparatów.  
       W odniesieniu do badań in vivo, 
są dostępne różne znormalizowane 
protokoły, aby badać skuteczność 
przeciw płytce nazębnej i skutecz-
ność antybakteryjną środków anty-
septycznych. Jednym z najbardziej 
akceptowanych modeli jest ocena 
liczby bakterii ślinowych po jedno-
razowym użyciu badanego produk-
tu, w schemacie grup naprzemien-
nych (Elworthy i in. 1996, Addy i in. 
1997). Metoda ta pozwala na oce-
nę działania przeciwbakteryjnego in 
vivo (Addy i Moran 1997a), i jest 
uważana za użyteczny prognostyk 
substantywności (Roberts i Addy 
1981a) oraz aktywności przeciw 
płytce nazębnej (Schiott i in. 1970).      
       Naszą pierwszą działająca hipo-
tezą było to, że obecność 0.12% 
CHX w prawnie zastrzeżonych pły-

nach do płukania ust nie zapewnia 
podobnej skuteczności antybakte-
ryjnej, ponieważ modyfikacje w 
preparacie mogły wpłynąć na dzia-
łanie. (Addy i in. 1991, Harper i in. 
1995). Obecność lub brak alkoholu 
może być głównym czynnikiem dla 
działania tych produktów. Nasza 
drugą hipotezą było to, że jeśli 
alkohol jest eliminowany z prepara-
tu, to powinny być wykonane 
główne modyfikacje, takie jak 
wprowadzenie dodatkowego środ-
ka czynnego, aby uzyskać wysoką 
aktywność antybakteryjną. 
       Celem niniejszego badania była 
ocena działania antybakteryjnego, 
zarówno in vitro jak i in vivo, ko-
mercyjnych produktów do płukania 
jamy ustnej, które zawierają 0.12% 
CHX w ich składzie i również inne 
modyfikacje, takie jak zawartość 
alkoholu lub dodanie innych skład-
ników, ta-kich jak fluorek sodu 
(NaF) lub chlorek cetylopirydynio-
wy (CPC). 
 
Materiał i metody  
Omówienie: testowane produkty i 
negatywna kontrola  
 
W obu badaniach, zostały prze-
testowane trzy komercyjne płyny 
do płukania jamy ustnej, zawierają-
ce 0.12% CHX, i jeden zawierający 
0,12% CHX i 0,05% CPC. Sterylny 
roztwór soli został zastosowany 
jako próba kontrolna. Główne róż-
nice w preparatach zostały pokaza-
ne w Tabeli 1. 
 
 
 
 
 
 



Kontaktowy test in vitro: Krótko-
terminowy Test Unieruchomienia 
 
Gatunki bakterii  
 
Do oceny wyselekcjonowano 20 
gatunków bakterii. Bakterie te 
zostały wybrane mając na celu 
reprezentowanie różnorodnych 
gatunków obecnych w biofilmie. 
Niektóre z tych bakterii wiążą się z 
zapaleniem dziąseł, zapaleniem 
ozębnej lub próchnicą; inne są 
komensalne, oportunistyczne, i 
przypuszczalnie patogenne. 
Wszystkie z różnych morfotypów 
oraz warunki wzrostu są reprezen-
tatywne i większość z nich należy 
do znanych zbiorów szczepów 
(patrz Tabela 2). 
 
Test kontaktowy  
 
Każdy szczep był niezależnie pod-
dany działaniu. Szczepy zostały 
odzyskane przez hodowlę pochod-
ną, i użyte do testu z 24-72 h ho-
dowli. Roztwór o mętności około 
10 w skali McFarlanda został przy-
gotowany wraz z koloniami w 5 ml  
 
 

roztworze jałowej soli fizjologicz-
nej. Sto mikrolitrów tego roztworu  
 
zostało wszczepionych do 10 ml 
każdego produktu testowego (czte-
ry produkty testowe i negatywna 
kontrola), z czasem kontaktu rów-
nym dokładnie 1 min. W tym cza-
sie, 1 ml każdego roztworu uległ 
dezaktywacji przez rozcieńczenie w 
9ml uniwersalnego środka rozcień-
czającego z letycyną. Następnie, 
zostały przeprowadzone 10-krotne 
rozcieńczenia, biorąc 1 ml pierw-
szej probówki i mieszając to w 
nowej probówce z 9 ml środka 
inaktywującego. 20 minutowy 
okres zobojętniania został dozwo-
lony do tych rozcieńczeń, przed 
zaszczepienie (bulion z owczą 
krwią, heminą i witaminą K). Każdy 
szczep bakteryjny później inkubo-
wano pod odpowiednią atmosferą i 
czasem. Po inkubacji, kolonie bak-
teryjne zliczono z najodpowiedniej-
szych płytek (między 30 a 300 kolo-
nii), a rozcieńczenia serii badano na 
zbieżność. 
 
 
 
 
 

Analiza danych  
 
Liczenie bakterii dla każdego bakte-
ryjnego szczepu i testowanego 
produktu zostało uzyskane w dupli-
kacie, z dwóch zaszczepionych 
płytek agarowych. Z całkowitych 
zliczeń, liczba mikroorganizmów 
(CFU) i procent przeżycia bakterii w 
stosunku do negatywnej kontroli 
został obliczony.  
Porównania badano stosując test 
jednokierunkowej analizy wariancji 
(ANOVA) dla zarówno przekształ-
conej logarytmicznie CFU (cztery 
produkty testowe i negatywna 
kontrolna) i procentu przeżycia 
(cztery produkty testowe). Istotne 
różnice zostały zidentyfikowane za 
pomocą testu wielokrotnego po-
równania rang. 
 
Badania in vivo: liczba bakterii w 
ślinie.  
 
Obiekty  
 
Dziesięciu osobników, doktoranci 
Szkoły Stomatologii, zgłosiło się na 
ochotnika do uczestniczenia w tym 
badaniu. Zakres ich wieku wynosił 
25-40 lat, wszyscy wykazali ogólny 
zdrowy stan jamy ustnej i zostali 
wybrani po spełnieniu dwóch ty-
pów wymagań.  
 
Wstępne kryteria badania:  
 

 Niespożywanie antybiotyku 
miesiąc przed pierwszym 
dniem testu. Nie używanie an-
tyseptycznego płynu do płuka-
nia ust tydzień przed i podczas 
badania.  

 Unikanie jakichkolwiek środ-
ków zachowania higieny jamy 
ustnej w godzinach porannych 
w okresie badania.  
 

Ochotnicy zgodzili się wykonywać 
następujące wskazówki podczas 
okresu badania:  
 



 Unikać spożywania pokarmu i 
płynów (poza wodą) podczas 
okresu prowadzenia próby, po-
zwolono mieć normalne śnia-
danie (przed próbkowaniem 
bazowym) i lunch (między po-
braniem próbek w 5 i 7 h).  

 Unikać jakichkolwiek środków 
zachowania higieny jamy ust-
nej w okresie badań.  

 Unikać spożywania gumy do 
żucia lub słodyczy w okresie 
badań. 

 
Schemat badania  
 
Badanie było randomizowane, z 
podwójnie ślepą próbą (pacjenci, 
kierownik i pracownicy laborato-
ryjni), w schemacie grup naprze-
miennych. Okres eliminacji pomię-
dzy ocenami, wynosił najmniej 1 
tydzień. Każdy badany wykorzystał 
wszystkie testowanie produkty i 
negatywną kontrolę, w kolejności 
randomizowanej, zgodnie z listą 
generowaną komputerowo. 
Wszystkie produkty zostały ujedno-
licone przez czynnik zewnętrzny, w 
identycznych 15 ml butelkach.  
W czasie przeprowadzania badań, 
próbki śliny były uzyskiwane rano 
(w około 08:25). Badani zostali 
poproszeni o przepłukanie jamy 
ustnej ich przypisanym produktem, 
pod nadzorem, przez 1 min. Dodat-
kowe próbki śliny zebrano po 5 
minutach, 1, 3, 5 i 7 godzinach. 
 
Pobieranie próbek śliny  
 
Niestymulowane próbki śliny uzy-
skano prosząc pacjenta o wyplucie 
około 1 ml śliny do cylindra miaro-
wego. Próbki poddano obróbce w 
laboratorium w ciągu 30 minut, 
zgodnie z powszechnymi procedu-
rami bakteriologicznymi (wirowa-
nie, 30 s), seryjne rozcieńczenia w 
PBS oraz szczepienie na dwóch 
seriach nieselektywnych płytkach 
agarowych 5% krwi końskiej (Oxoid 
nr 2, Oxoid Ltd., Basingstoke, Wiel-
ka Brytania) uzupełnionej o heminę 
(5 mg/l) i menadion (1 mg/l). Jedną 
serią inkubowano w powietrzu w 
temperaturze 37ºC przez 24 h, a 

drugą w warunkach beztlenowych 
przez 48 godziny. Po upływie czasu 
inkubacji, zliczanie prowadzono w 
najbardziej odpowiednich płytek 
(te z 30-300 kolonii).  
 
 
Analiza danych  
 
Całkowita liczba bakterii, dla każdej 
próbki zależnej od czasu i pro-
duktu, jest dostępna dla tlenowych 
i beztlenowych zliczeń od 10 pa-
cjentów. Transformowane loga-
rytmicznie CFU były obliczane w 
celu uzyskania rozkładu normalne-
go. Procent przeżycia obliczono 
przez podzielenie wartości CFU w 
każdym czasie próbkowania po-
przez CFU na początku badania.  
       Jednokierunkowy test ANOVA 
został przeprowadzony w każdym 
czasie pobierania próbek dla okre-

ślenia, czy istnieją istotne różnice 
między odsetkiem przetrwania dla 
różnych testowanych produktów. 
Test wielokrotnego porównania 
rang był używany do identyfikacji 
różnic wykrytych przez poprzedni 
test. 
 
     Dodatkowo, test T-studenta dla 
prób zależnych zastosowano do 
porównania każdego produktu z 
próbą kontrolną (cztery porówna-
nia) oraz porównania dwóch naj-
lepszych preparatów z dwoma 
najgorszymi (cztery porównania). 
Wybrane poziomy istotności, 
p<0,01 i p<0.05, zostały skorygo-
wane dla wielokrotnych porównań 
(korekcji Bonferroniego). 
 
 
 
 



Wyniki  
Kontaktowy test in vitro: Krótko-
terminowy Test Unieruchomienia  
 
     Kontrola jakości w tym teście in 
vitro wykazana przez ocenę liczby 
bakterii znalezionych w płytkach 
kontrolnych (ponad 106, z wyjąt-
kiem E. coli, która była zbliżona do 
tej wartości);  
oraz stopień zgodności pomiędzy 
dwoma analogicznymi próbkami  
(nie wykryto statystycznie istotnych 
różnic, zarówno dla CFU czy odset-
kiem przeżycia pomiędzy próbka-
mi). 
     CFU dla każdego gatunku bakte-
rii i każdego produktu przedsta-
wiono w Tabeli 3. Istotne różnice w 
liczbie bakterii zostały wykryte 
(F=34.49, p<0.001). Te różnice 
zostały zidentyfikowane pomiędzy 
kontrolą i czteroma testowanymi 
produktami, oraz pomiędzy prepa-
ratem zawierającym CHX + CPC 
oraz tym z CHX + NaF i z chlorhek-

sydyną. Jednakże, nie zostały wy-
kryte żadne istotne różnice odno-
ście odsetku przeżycia dla czterech 
testowanych produktów (F=1.62, 
p=0.191) (patrz Tabela 4).  
Produkt CHX + CPC wykazał brak 
oporności bakterii. Żaden z bada-
nych gatunków nie przetrwał (0/20 
do 0%). 
       Produkt CHX + ALC (03/20, 
15%) wykazał pewien poziom 
oporności dla trzech gatunków 
bakterii: Lactobacillus casei, Strep-
tococcus mitis i Micros Peptostrep-
tococcus. Dla pierwszych dwóch 
gatunków poziom przeżycia był 
niski (mniej niż 1%), podczas gdy P. 
Micros wykazał około 25% przeży-
cia. 
        Preparat zawierający CHX bez 
dodatku alkoholu (6/20; 30%) nie 
był również w stanie powstrzymać 
wzrostu trzech wspomnianych 
gatunków; jednakże, procent prze-
życia był znacznie wyższy. Dodat-
kowo trzy nowe gatunki (Strepto-

coccus mutans, Veillonella parvu-
la i Actinomyces naeslundii) były 
oporne na ten pro-dukt.  
       Na koniec, preparat z CHX + 
NaF (7/20, 35%) uzyskał podobny 
poziom oporności jak CHX bez 
alko-holu, chociaż został zaob-
serwowany wzrost procentu 
przeżycia dla większości opor-
nych gatunków. Jednakże nie 
stwierdzono oporności na A. 
naeslundii i dwa gatunki bakterii 
wymagających większego stęże-
nia dwu-tlenku węgla (Capnocy-

tophaga sputigena, Eikenella cor-
rodens). 
 
 
Badania in vivo: Liczba bakterii 
ślinowych  
 
       Wyniki były dostępne zarówno 
dla bakterii tlenowych i beztleno-
wych w ślinie.  
       Dla bakterii tlenowych (patrz 
Rys. 1), odsetek przeżycia w 5 mi-
nucie wykazał znaczące różnice 
pomiędzy pięcioma testowanymi 
produktami (F=3.45, p=0.01). Róż-
nice te odpowiadają znacznie niż-
szemu poziomowi przeżycia bakte-
rii w CHX + CPC i CHX + ALC w po-
równaniu z próbą kontrolną. 
       Różnice w odsetku przeżycia w 
1 h nie osiągnęły poziomu istotno-
ści (F=2.34, p=0.07), chociaż test 
wielo-krotnego porównania rang 
wykrył istotnie niższy odsetek prze-
życia dla CHX + CPC porównaniu do 
próby kontrolnej i CHX + ALC. W 3 
godzi-nie, znaczące różnice ponow-
nie zostały obserwowane (F=3.72, 
p=0.01), a różnice te były związane 
z niższym procentem CHX + ALC, 
CHX + CPC i CHX + NaF w porówna-
niu z próba kontrolną. W 5 h, zna-
czące różnice były wciąż wykrywa-
ne (F=3.06, p=0.03), odpowiadając 
niższemu procentowi przeżycia z 
CHX + CPC i CHX + ALC w porówna-
niu z próba kontrolną. W czasie 
tego pobierania próbek, znaczące 
różnice za-obserwowano również 
między CHX + CPC w porównaniu 
do CHX + NaF i CHX. W ostatnim 
pobraniu, w 7 h, wszystkie cztery 
badane produkty wykazały znaczą-



ce różnice (F=4.89, p=0.003) w 
porównaniu z próba kontrolną.  
       Odnośnie do sparowanych po-
równań z próba kontrolną CHX + 
CPC wykazał znaczące zmniejszenia 
w każdym czasie pobierania próbek 
(5 min i 3 h, p<0.05; 1, 5 i 7 h, 
p<0.01). Jednak pozostałe trzy ba-
dane produkty osiągnęły tylko 
poziom istotności w jednym czasie 
próbkowania (CHX + ALC w 7 h, 
p<0.05; CHX + NaF w 1 h, p=0.01; 
CHX w 5 h, p<0.01). Gdy porówna-
nia przeprowadzono pomiędzy 
produktami, jedyną istotną różnicę 
stwierdzono po 1 godzinie, gdy CHX 
+ CPC porównano z CHX + NaF i 
CHX + ALC (p<0.05). 
       Dla bakterii beztlenowych (Rys. 
2), w czasie pobierania próbek w 5 
min nie wykryto istotnych różnic 
(F=5.85, p=0.0008), wykazując, że  
CHX + CPC był lepszy niż CHX + NaF, 
CHX i próba kontrolna. CHX + ALC 
tylko wykazał istotne różnice w 
porównaniu z próba kontrolną. 
       W 1 h, znaczące różnice zosta-
ły-ponownie wykazane (F=7.06, 
p<0.0002), związane z mniejszym 
procentem przeżycia dla czterech 
ba-danych produktów w porówna-
niu z próbą kontrolną. W 3 h, CHX + 
CPC wykazał znacząco mniejszy 
procent przeżycia niż CHX + NaF, 
CHX i próba kontrolna. CHX + ALC 
wykazał również znaczne niższy 
odsetek przeżycia w porównaniu z 
CHX i próbą kontrolną (F=4.40, 
p<0.005). Podobne wyniki zaob-
serwowano w 5 h (F=3.42, p=0.01), 
co odpowiada znacznie niższej 
wartości dla CHX + CPC i CHX + ALC, 
w porównaniu z CHX + NaF i próbą 
kontrolną. Wreszcie, w 7 h nie 
wykryto żadnych różnic wśród 
badanych produktów (F=1.19, 
p=0.33). 
       Sparowane porównania z próbą 
kontrolną wykazały istotne różnice 
dla CHX + CPC i CHX + ALC do 5 h 
(CHX + CPC, p≤0.01; CHX + ALC, 
p≤0.01, z wyjątkiem w 5 min, 
p<0.05). CHX (p<0.05) i CHX + NaF 
(p=0.01) wykazały tylko istotne róż-
nice w porównaniu z próbą kon-
trolną w 1 h. W odniesieniu do 
sparowanego porównania pomię-

dzy testowanymi produktami CHX + 
CPC był lepszy niż CHX + NaF dla 5 
min (p<0.01) i dla 5 h (p<0.05) i 
lepszy niż CHX dla 5 min (p<0.01) i 
3 h (p=0.05). CHX + ALC był lepszy 
niż CHX + NaF w 5 min (p<0.05). 
 
Dyskusja  
 
       Wyniki tego badania wyraźnie 
wskazują, że różne produkty do 
płukania jamy ustnej zawierające tę 
samą substancję czynną (0,12% 
CHX), ale o innym składzie, wykaza-
ły znaczne różnice w ich działaniu 
przeciwko drobnoustrojom, zarów-
no w testach in vitro jak i in vivo, z 
preferencją dla preparatu CHX z 
dodatkiem alkoholu. Ponadto wy-
kluczenie alkoholu wraz z zmianą 
składu obejmującą dodanie innego 
środka antyseptycznego, CPC, w 
znacznym stopniu wynagrodziła 
zmiany, proponując jeszcze bardziej 
aktywny preparat (CHX + CPC). 
Chociaż wpływ innych składników 
preparatu nie może zostać odrzu-
cony, to logiczne jest, aby wierzyć, 
że dodanie lub likwidacja alkoholu, 
fluorku sodu lub chlorku cetylopi-
rydyniowego po-winno być w dużej 
mierze odpowiedzialne za zaob-
serwowane różnice w aktywności 
przeciwbakteryjnej. Wykazanie 
tych różnic było wspomagane przez 
dwa różne badania: jedno in vitro, 
nowo opracowany Krótko-
terminowy Test Unieruchomienia, 
a inne badania oparte na in vivo, 
oceniające wpływ badanego pro-
duktu na liczbę bakterii w ślinie, 
postępowały według znanego pro-
jektu badań. 
 
Kontaktowy test in vitro: Krótko-
terminowy Test Unieruchomienia 
  
       Zastosowany Krótkoterminowy 
Test Unieruchomienia jest modyfi-
kacją standardowych testów kon-
taktowych, które zostały wykorzy-
stane do określenia czasu unieru-
chomienia chlorheksydyny, w środ-
kach płuczących do kanałów korze-
niowych (D'Arcangelo & Varvara, 
1998), w postaci roztworów lub 
kremów do miejscowym czyszcze-

niu (takich jak w leczeniu ran lub w 
środkach anty-septycznych) (Gol-
denheim 1993), lub w płynach do 
płukania jamy ustnej (Wilson i in. 
1990). Jednak, czas kontaktu powi-
nien być krótszy dla płynów do 
płukania jamy ustnej, ponieważ 
zwykle czas kontaktu tych produk-
tów w jamie ustnej wynosi około 1 
min. 
       Ten test in vitro został zatwier-
dzony do powtarzania i reproduk-
tywności przez Wydziały Mikrobio-
logiczne Dentaid SL (Sant Cugat del 
Valle's, Hiszpania) i Uniwersytet 
autonomiczny w Barcelonie (Barce-
lona, Hiszpania). W czasie niniej-
szego badania ważność każdego 
testu in vitro opierała się na wyko-
rzystanych kontrolach jakości: 
obecności reprezentatywnej części 
inokulum na płytkach kontrolnych; 
logicznemu rozmieszczeniu liczby 
bakterii w każdej próbce rozcień-
czenia; i podobieństwu wyników 
dla dwóch serii płytek stosowanych 
w każdym teście. Jeśli którykolwiek 
z tych kryteriów nie został osiągnię-
ty, test był wtedy powtarzany. 
        Z 20 ocenianych gatunków 
bakteryjnych osiem wykazało 
oporność na chlorheksydynę w 
testach in vitro, w co najmniej jed-
nym z tych produktów. Żaden ga-
tunek nie był oporny na działanie 
produktu z CHX + CPC. Z ośmiu 
odpornych gatunków, trzy były 
również odporne na pozostałe trzy 
testowane produkty, L. casei-, S. 
mitis i P. Micros. L. casei została 
zgłoszona jako gatunek najbardziej 
oporny na chlorheksydynę w mo-
delu hodowli przepływowej (che-
mostat) w porównaniu z ośmioma 
innymi gatunkami bakterii 
(McDermid i in. 1987). S. mitis 
również podaje się jako jedną z 
najmniej wrażliwych bakterii w 
badaniu w rozcieńczonym agarze w 
Corsodyls® (0.2% chlorheksydyny) 
(Wade i Addy 1989). Jeśli chodzi o 
P. Micros, badania wrażliwości in 
vitro wykazały wartość MIC równą 
62 μg/ml, jednakże, nie jest on 
jednym z najbardziej opornych 
szczepów (Stanley i in. 1989). Moż-
na wysnuć hipotezę, że chlorheksy-



dyna nie jest bardzo skuteczna 
wobec tych gatunków bakteryj-
nych, a dodatek CPC może rozsze-
rzyć jej spektrum działania, ponie-
waż produkt CHX + CPC był jedy-
nym, który działa całkowicie prze-
ciwko tym bakteriom. 
        S. mutans i V. parvula również 
wykazały oporność na dwa badane 
produkty, podczas gdy A. naeslun-
dii, C. sputigena i E. corrodens wy-
kazały pewien stopień oporności na 
jeden z produktów. Znalezienie C. 
sputigena nie jest zaskakujące, 
ponieważ badania w rozcieńczo-
nym agarze uznały Capnocytopha-
ga spp. jako jedną z najmniej wraż-
liwych na chlorheksydynę (Stanley i 
in., 1989, Wade i Addy 1989). 
Oporności te mogą być związane z 
brakiem alkoholu w preparatach 
(niewzbogacone poprzez dodanie 
innych składników aktywnych ta-
kich jak CPC), obecność aniono-
wych fluorków, które mogą wpły-
wać na działanie chlorheksydyny, 
takie jak fluorek sodu, lub inne 
mniej odpowiednie lub nieznane 
zmiany w preparatach. 
 
Test in vivo: Liczba bakterii ślino-
wych  
 
W teście in vivo, użytym w obec-
nym badaniu, zastosowano znaną 
konstrukcję, użytą po raz pierwszy 
na początku 1970 roku przez 
Schiottiego i in. (1970) w płynach 
do płukania jamy ustnej zawierają-
cych chlorheksydynę. Projekt tego 
badania pozwala, aby porównania 
były wykonane z wielkości aktyw-
ności antybakteryjnej w ślinie do-
wolnego preparatu do płukania 
jamy ustnej. Mierzy to zarówno 
działanie przeciwbakteryjne in vivo 
i trwałość tego efektu (Jenkins i in. 
1994). Dlatego jest on uważany za 
użyteczny test do oceny substan-
tywności (Schiott i in. 1970) i ha-
mowania właściwości płytki nazęb-
nej (Roberts & Addy 1981a). 
       Szczególnie Addy i in. szeroko 
korzystali w literaturze z tego pro-
jektu badań, chociaż można znaleźć 
niewielkie modyfikacje w różnych 
publikacjach. Pierwsza próbka płu-

kania jest zazwyczaj zebrana po 30 
min (Addy i in. 1991, Jenkins i in. 
1991, Harper i in., 1995, Moran i 
in., 1995, Elworthy i in., 1996, Addy 
i in. 1997); jednakże, w tym bada-
niu wybraliśmy już okres 5 min, aby 
ocenić natychmiastowy efekt płu-
kania. Metodologia bakteriologicz-
na również może się różnić i to też 
może mieć wpływ na wyniki. W 
większości badań ocenia się wy-
łącznie bakterie beztlenowe (Addy i 
in. 1991, Jenkins i in. 1991, Harper i 
in., 1995, Moran i in., 1995, El-
worthy i in., 1996, Addy i in. 1997); 
jednakże dodanie bakterii tleno-
wych może dostarczyć cennych 
informacji do wyników, jak przed-
stawiono w niniejszym i w in-nych 
badaniach (Moran i in. 1988). Czas 
inkubacji wykazuje również pewną 
zmienność. W jednym badaniu 
stosuje się okres 12 h beztlenowej 
inkubacji (Addy i in., 1997), podczas 
gdy inne wydłużają ten okres do 72 
godzin (Elworthy i in., 1996, Harper 
i in., 1995) . Najczęstszy okresu 
inku-bacji, i także stosowany w tym 
badaniu to: 48 h (Moran i in. 1988, 
Jenkins i in. 1990, Addy i in. 1991, 
Mo-ran i in. 1995). Dla inkubacji 
tlenowej, użyto okresu 24 h (Moran 
i in. 1988). 
       Pomimo, że może się wydawać 
niewystarczające wykorzystanie 10 
pacjentów dla próbki, to użycie 
schematu grup naprzemiennych 
pozwala na wielokrotne porówna-
nia produktów wykorzystujących 
tych samych pacjentów. W kon-
strukcji tego typu badań, dwukrot-
na (Addy i in. 1991, Elworthy i in. 
1996) lub trzykrotna (Harper i in. 
1995, Addy i in. 1997) liczba zabie-
gów daje niezbędną liczbę osób. 
Podobne badania obejmują rów-
nież 10 osób, jedna do oceny dzie-
więciu grup badanych (Moran et al. 
1988) i pozostałe cztery grupy ba-
dane chloroheksydyną oraz grupa 
kontrolna (Addy i in., 1991). 
       Porównując różne preparaty z 
CHX i oszacowując ich antybakte-
ryjną skuteczność, jeden z prepara-
tów z 0,1% CHX (Eludrils®) wykazał 
bardzo ograniczony skutek w 1 h, 
podobny do próby kontrolnej (Ad-

dyet i in., 1991). Inne badanie, 
zawierało cztery preparaty z CHX, 
oceniające różne handlowe płyny 
do płukania we Francji (Harper i in., 
1995). Okazało się, że dwa spośród 
tych produktów o zawartości 0,2% 
CHX (Hibidents®) i 0,12% CHX 
(Prexidine®), osiągnęły najlepsze 
wyniki, w porównaniu z 0,12% CHX 
(Parodex®). Czwarte płukanie 0,1% 
CHX, wykazało bardzo ograniczony 
wpływ porównywalny z prepara-
tami o zawartości 0,2% chlorheksy-
dyny lub 0,005% CPC. Wyniki te 
zostały wyjaśnione przez różnice w 
składzie, a nie przez różnice w stę-
żeniu CHX, ponieważ zmiana składu 
produktu przy użyciu tego samego 
stężenia wyraźnie poprawiła wyniki 
(Addy i in., 1991). Wyniki tych ba-
dań doprowadziły do jednoznacz-
nego wniosku: '' że jest niebez-
piecznym przyjąć skuteczność jedy-
nie na podstawie obecności znane-
go środka w preparacie '' (Harper i 
in. 1995). To stwierdzenie jest cał-
kowicie zgodne z wynikami niniej-
szego badania. 
 
Skład płynów do płukania jamy 
ustnej 
 
Obecność alkoholu w preparacie do 
płukania jamy ustnej jest tematem 
oznaczonym, jako kontrowersyjny. 
Z jednej strony, ich obecność może 
być związana z pewnymi proble-
mami, takich jak hipotetyczny 
wzrost ryzyka nowotworu jamy 
ustnej (Elmore & Horwitz 1995, 
Shapiro i in. 1996); jednak, jeśli 
ryzyko rzeczywiście istnieje, to 
byłoby związane ze stężeniami 
powyżej 25% i przy długotrwałym, 
codziennym stosowaniu (Winn i in. 
1991). Również został zgłoszony 
związek z bezpośrednim bólem w 
jamie ustnej, jednak tylko w pro-
duktach, których stężenie alko-holu 
jest wyższe niż 10% (Bolanow-ski i 
in. 1995). Dodatkowo, liczba uwa-
runkowań może stanowić przeciw-
wskazania do wykorzystania pły-
nów do płukania jamy ustnej za-
wierających alkohol, takich jak 
pacjentów z obniżoną odpornością, 
naświetlanych pacjentów chorych 



na nowotwór głowy bądź szyi, pa-
cjentów z zapaleniem błon śluzo-
wych lub uczulonych na alkohol, jak 
i rodzin z małymi dziećmi (Eldridge i 
in., 1998). Etanol może również 
przyczynić się do zmiękczenia po-
wierzchni i zwiększenia zużycia 
żywic oraz wypełnień kompozyto-
wych (Eldridge i in., 1998). Z drugiej 
strony, alkohol jest wykorzystywa-
ny jako nośnik do rozpuszczania i 
stabilizacji innych składników czyn-
nych, oraz jako sam środek anty-
septyczny. Może to być ważne dla 
stabilności preparatu, i zapobiega-
nia zanieczyszczenia krzyżowego. 
To doprowadziło niektórych auto-
rów do stwierdzenia: '' chlorheksy-
dyna bez zawartości alkoholu nie 
powinna być stosowana jako śro-
dek antyseptyczny '' (Vigeant i in., 
1998). 
       Eldridge i in. (1998) podali, że 
płyn do płukania jamy ustnej o 
0,12% CHX nie zawierający alkoho-
lu był tak samo skuteczny jak han-
dlowy preparat o 0,12% CHX z 
zawartością alkoholu (Peridex®). 
Projektem ba-dania był projekt 
eksperymentalnego zapalenia dzią-
seł w ciągu 21 dni bez higieny me-
chanicznej w trzech równoległych 
grupach, w każdej po siedmiu pa-
cjentów (druga grupa stosowała 
olejek eteryczny do płukania ust; 
nie zastosowano negatywnej grupy 
kontrolnej). Różnice między CHX, a 
olejkiem eterycznym zostały wykry-
te w odniesieniu do wskaźnika 
płytki nazębnej i poziomie S. mu-
tans na języku (test paskowy), ale 
nie stwierdzono różnic między 
dwoma produktami CHX. Z innych 
badań (Arweiler i in., 2001) wy-
wnioskowano, że 0,1% CHX bez 
dodatku alkoholu był bardziej sku-
teczny w zmniejszaniu ilości kamie-
nia nazębnego i jego żywotności w 
4-dniowym odrastania płytki na-
zębnej, ale wniosek należy inter-
pretować ostrożnie, ponieważ 
wymieniony produkt był pozytywną 
próbą kontrolną w badaniu z innym 
celem, i żaden inny pro-dukt CHX 
nie został uwzględniony w projek-
cie, aby umożliwić właściwe po-
równania. W niniejszym badaniu, 

preparaty bez alkoholu były mniej 
skuteczne, zarówno in vitro jak i in 
vivo, z wyjątkiem produktu ze 
zmienionym składem, w który do-
dano do preparatu CPC. 
       CPC jest czwartorzędowym 
związkiem amoniowym, opracowa-
nym w produktach handlowych, 
jako jedyny składnik aktywny w 
stężeniu 0,05% lub 0,1% (Mandel 
1994). Jest mniej aktywny niż CHX i 
wykazuje mniejszą substantywność 
pomiędzy 180 i 300 min. (Roberts i 
Addy 1981b). Jego skład wydaje się 
wpływać w mniejszym stopniu 
poprzez obecność alkoholu lub 
innych substancji, takich jak fluorek 
sodu (Elworthy i in. 1996). Jego 
kombinacja z CHX może umożliwiać 
efekt synergistyczny, poprzez roz-
szerzenie spektrum działania chlor-
heksydyny, albo poprzez zwiększe-
nie jej aktywności przeciwbakteryj-
nej, jak wykazano w tej pracy. 
       Podsumowując, biorąc pod 
uwagę wyniki, zarówno w testach 
in vitro i in vivo, okazuje się, że 
produkt CHX + ALC wykazywał 
wyższą aktywność przeciwbakte-
ryjną w porównaniu z preparatami 
z CHX + NaF i CHX bez alkoholu. 
Jeśli alkohol jest wykluczony z pre-
paratu, to zmiana składu i dodanie 
dodatkowego środka antyseptycz-
nego, takiego jak CPC, może nie 
tylko wyrównywać lecz raczej 
zwiększać aktywność przeciwbakte-
ryjną produktu. 
       Pomimo niewielkiej liczby ba-
danych szczepów w innych testach 
kontaktowych, użycie 20 wybra-
nych gatunków bakterii wydaje się 
być konieczne, aby odpowiednio 
ocenić antybakteryjne działanie 
preparatów w trakcie ich opraco-
wywania i w handlowo dostępnych 
produktach. Wyniki uzyskane w 
całkowitych zaliczeniach ślinowych 
w teście in vivo używane w niniej-
szym badaniu, nie dają żadnej in-
formacji o przeżyciu po-
szczególnych gatunków bakterii, ale 
zaskakująco wysoki stopnień prze-
żywalności zaobserwowano w 
przypadku gatunku P. Micros w 
trzech z czterech testowanych 
produktów w testach in vitro, dla-

tego wymaga się dalszych szczegó-
łowych prac przed ekstrapolacją na 
warunkach in vivo, które mogą być 
wykonane. Wyniki obu testów 
zgadzają się, czyniąc Test krótko-
terminowego Unieruchomienia 
dobrym narzędziem do rozwoju i 
porównania produktów do higieny 
jamy ustnej. 
       W ograniczeniach badań in 
vitro i in vivo, można stwierdzić, że 
różne preparaty do płukania jamy 
ustnej, oparte na substancji czynnej 
o dobrze udokumentowanym dzia-
łaniu przeciwbakteryjnym (takie jak 
zawartość 0,12% chlorheksydyny) 
nie wykazują podobnego stopnia 
aktywności. Różnice te mogą być 
związane z brakiem alkoholu bądź z 
innymi różnicami w składzie (takie 
jak wtrącenie fluorku sodu, który 
może kolidować z aktywnością 
chlorheksydyny; bądź przeciwnie, 
dodatek CPC, który może zapewnić 
synergistyczny efekt z chlorheksy-
dyną) lub innych nieznanych czyn-
ników związanych z całym składem 
tych produktów handlowych. 
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