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Streszczenie

Cel: Ocenic¢ aktywnos¢ przeciwbakteryjng w testach in vitro oraz in vivo czterech komercyjnych ptynéw do ptu-
kania jamy ustnej z 0,12% zawartoscig chlorheksydyny.
Materiat i metody: Test aktywnosci przeciwbakteryjnej in vitro sktadat sie z modyfikowanego testu kontakto-
wego, gdzie testowano 20 wybranych gatunkéw bakterii przez 1 min z kazdym produktem testowym. Po bada-
niu, hodowano inokulum, a wyniki wyrazono w odniesieniu do przezycia/odpornosci i procentu przezycia w
poréwnaniu z préba kontrolng z solg fizjologiczng. Badanie in vivo sktadato sie z podwdjnie slepego, randomi-
zowanego skrzyzowanego badania liczby bakterii slinowych. 10 ochotnikéw ptukato jame ustng kazdym z te-
stowanych produktéw w ciggu 1 minuty. Prébki Sliny uzyskiwano przed ptukaniem, po 5 minutach oraz po 1, 3,5
i 7 godzinie. Prébki te byty hodowane zaréwno w warunkach tlenowych i beztlenowych. Procent przezycia w
stosunku do wartosci poczgtkowej byt obliczany dla kazdego punktu czasowego. Poréwnania miedzy produk-
tami byty badane za pomoca testu ANOVA i testu T-studenta dla préb zaleznych.

Wyniki: Kontaktowe badania in vitro nie wykazaty przezycia kazdego z badanych gatunkéw w produkcie zawie-
rajgcym CHX + CPC, podczas gdy trzy gatunki (Lactobacillus casei, Streptococ-cus mitis i Peptostreptococcus
Micros) byty odporne na pozostate trzy produkty. CHX i CHX + NaF wykazaty dodatkowe oporne gatunki (odpo-
wiednio trzy i cztery gatunki). Badanie in vivo dla liczby bakterii slinowych wykazato wyzszg redukcje dla CHX +
CPC i CHX + ALC dla bakterii tlenowych i beztlenowych, trwajgca 5 godzin. Znaczace réznice zostaty stwierdzone
w wielokrotnych punktach czasowych, kiedy te dwa produkty zostaty poréwnane zaréwno z prébami kontrol-
nymi i innymi testowanymi produktami.
Whioski: Istotne réznice w dziataniu, miedzy produktami zawierajgcymi 0,12% CHX, zostaty wykryte zaréwno w
badaniach in vitro jak i w in vivo. Preparat zawierajgcy alkohol byt bardziej aktywny niz te bez alkoholu, z wyjat-
kiem preparatu z CHX + CPC, w ktérym zmiana sktadu i dodatek CPC nie tylko wyrdwnat, a nawet zwiekszyt

aktywnosc¢ przeciwbakteryjna.

Chlorheksydyna (CHX), poza
wszelkimi  watpliwosciami, jest
najbardziej zbadanym i skutecznym
srodkiem przeciwbakteryjnym w
chemicznej kontroli ptytki nazebnej
i jest uwazana za kontrole pozy-
tywng (ztoty standard), do ktérego
wszystkie inne srodki przeciwbio-
filmowe powinny by¢ poréwnywa-
ne (Jones 1997). Sg to dwie katio-
nowe grupy biguanidowe, o szero-
kim dziataniu przeciwbakteryjnym,

niskiej toksycznosci w komdrkach
ssakdéw i wysokim powinowactwie
do przyczepienia do skéry i btony
Sluzowej. Jej mechanizm dziatania
obejmuje bezposrednie zniszczenia
w wewnetrznej btonie cytoplazma-
tycznej, bedacej bakteriostatyczng
w niskich dawkach i bakteriobdjczg
w duzych stezeniach. Jej zalety nie
opieraja sie tylko na jej przeciwbak-
teryjnych wtasnosciach, lecz takze
na jej powinowactwie do faczenia

sie z szerokg gamg substratow. Ta
wtasciwos$¢, znana jako substan-
tywnos¢, pozwala chlorheksydynie
uzyskaé efektywny poziom anty-
bakteryjny, przy uzyciu rozsadnej
dawki (dwa razy dziennie co po-
zwala pacjentom zastosowac sie do
jej uzywania (Addy & Moran 1997a)
W zwigzku z wykazang skuteczno-
$cig chlorheksydyna zostata zawar-
ta w réznych nosnikach do uzytku
wewnatrzustnego, takich jak ptyny



do ptukania jamy ustnej, zele, srod-
ki do czyszczenia zebdw, spreje,
gumy do zucia, itp.; w rdznych
stezeniach i w rdéinych prepara-
tach, w potfaczeniu z innymi pro-
duktami aktywnymi lub celem uzy-
skania bardziej stabilnego prepara-
tu albo zmniejszenia skutkdéw
ubocznych. Te rdine produkty
oparte na CHX zostaty przetesto-
wane w licznych badaniach w prze-
ciggu ostatnich dwdch dekad (Addy
& Renton-Harper 1997) zapewnia-
jac podstawy dla wielu wskaznikow
klinicznych, gdzie chlorheksydyna
jest obecnie uzywana. (Addy &
Moran 1997b).

Jednakze, modyfikacje w pre-
paratach zawierajgcych chlorhek-
sydyne mogg wptywaé¢ na jej
sprawdzong skutecznos¢, zatem
kazde z tych zmian powinno by¢
odpowiednio przebadane. Jedng z
najbardziej kontrowersyjnych
zmian jest dodatek alkoholu. Dla
niektorych autoréw, jego obecnosc
moze by¢ zwigzana ze wzrostem
szeregu zagrozen takich jak nowo-
twor jamy ustnej (Elmore & Hor-
witz, 1995, Shapiro i in. 1996) i
moze by¢ to przeciwwskazane u
niektorych pacjentéw np. tych z
zapaleniem btony Sluzowej, dozna-
jacych naswietlania gtowy i szyi, z
obnizong odpornoscia czy alkoholi-
kom (Eldridge i in. 1998). Z drugiej
strony, alkohol moze by¢ istotny
dla uzyskania stabilnosci i aktywno-
Sci produktu, poniewaz moze zapo-
biega¢ jego zanieczyszczeniu (Vige-
ant i in. 1998). Ponadto, preparat
zaakceptowany przez ADA (Zwigzek
Dentystéw Amerykanskich - Ameri-
can Dental Association) i FDA
(Agencja Zywnosci i Lekéw - Food
and Drug Ad-ministration) zawiera
11,6% alkoholu (Mandel 1994).
Zatem, nie jest obecnie jasny, ani
szkodliwy, ani ochronny skutek
dziatania alkoholu w preparatach
zawierajacych chlorheksydyne.
Dodatek innych sktadnikdéw aktyw-
nych do preparatéw zawierajgcych
chlorheksydyne, w celu dodatko-
wego badZ synergistycznego efek-
tu, powinnien by¢ doktadnie osza-
cowany, poniewaz chlorheksydyna

jest wysoce kationowa molekutg, a
zatem reaguje z dowolng chemicz-
nie anionowg czasteczkg, powodu-
jac jej inaktywacje.

Aby zbadaé dziatanie przeciw-
bakteryjne produktéw antysepty-
czych i pozna¢ ich mozliwy zakres
dziatania, zostaty zastosowane
rozne testy in vitro. Mimo to, ze
whioskéw z tego rodzaju badan nie
mozna wyciggna¢ dla warunkéw in
vivo , to s3 one uwazane za potezne
narzedzia do celdw poréwnaw-
czych. Kontaktowe badania in vitro
zostaty uzyte do oceny rdéinych
srodkéw antyseptycznych (Golden-
heim 1993, D'Arcangelo & Varvara
1998). Jedna modyfikacja, Krétko-
terminowy Test Unie-ruchomienia
(SIKT) zostat opracowany przez
Dentaid’s Product Research Area
(Sant Cugat del Valle's, Barcelona,
Hiszpania), aby oceni¢ skutecznosc
in vitro dla substancji czynnych i
réznych preparatow.

W odniesieniu do badan in vivo,
sg dostepne rézne znormalizowane
protokoty, aby badac¢ skutecznos$¢
przeciw ptytce nazebnej i skutecz-
nos$¢ antybakteryjng srodkéw anty-
septycznych. Jednym z najbardziej
akceptowanych modeli jest ocena
liczby bakterii slinowych po jedno-
razowym uzyciu badanego produk-
tu, w schemacie grup naprzemien-
nych (Elworthy i in. 1996, Addy i in.
1997). Metoda ta pozwala na oce-
ne dziatania przeciwbakteryjnego in
vivo (Addy i Moran 1997a), i jest
uwazana za uzyteczny prognostyk
substantywnosci (Roberts i Addy
1981a) oraz aktywnosci przeciw
ptytce nazebnej (Schiott i in. 1970).

Naszg pierwsza dziatajgca hipo-
teza byto to, ze obecnos¢ 0.12%
CHX w prawnie zastrzezonych pty-

nach do ptukania ust nie zapewnia
podobnej skutecznosci antybakte-
ryjnej, poniewaz modyfikacje w
preparacie mogty wptynac na dzia-
fanie. (Addy i in. 1991, Harper i in.
1995). Obecnos$¢ lub brak alkoholu
moze by¢ gtéwnym czynnikiem dla
dziatania tych produktéw. Nasza
drugg hipotezg byto to, ze jesli
alkohol jest eliminowany z prepara-
tu, to powinny by¢ wykonane
gtéwne modyfikacje, takie jak
wprowadzenie dodatkowego $rod-
ka czynnego, aby uzyskaé wysoka
aktywnos¢ antybakteryjna.

Celem niniejszego badania byta
ocena dziatania antybakteryjnego,
zarowno in vitro jak i in vivo, ko-
mercyjnych produktéw do ptukania
jamy ustnej, ktore zawieraja 0.12%
CHX w ich sktadzie i réwniez inne
modyfikacje, takie jak zawartosé
alkoholu lub dodanie innych sktad-
nikéw, ta-kich jak fluorek sodu
(NaF) lub chlorek cetylopirydynio-
wy (CPC).

Materiat i metody
Omowienie: testowane produkty i
negatywna kontrola

W obu badaniach, zostaty prze-
testowane trzy komercyjne ptyny
do ptukania jamy ustnej, zawieraja-
ce 0.12% CHX, i jeden zawierajgcy
0,12% CHX i 0,05% CPC. Sterylny
roztwér soli zostat zastosowany
jako préba kontrolna. Gtéwne réz-
nice w preparatach zostaty pokaza-
ne w Tabeli 1.

Tabela 1. Szezegotowe dane na temat plynéw do plukania jamy ustnej

Product Formulation Commercial name Acronym
1 CHX 0.12% +5% alcohol PerioAid® CHX+ALC
(Dentaid, Spain)

2 CHX 0.12% +0.05% CPC Perio-Aid Sin Alcohol® CHX+CPC
No alcohol (Dentaid, Spain)

3 CHX 0.12%+NaF Cariax Gingival® CHX+NaF
No alcohol (Kin SA, Spain)

4 CHX 0.12% Clorhexidina Lacer™ CHX
No alcohol (Lacer SA, Spain)




Tabela 2. Gatunki bakteryjne uzyte w Krotkoterminowym Tescie Unierucomienia

Species Source Atmosphere Media Gram
Streptococcus mutans NCTC-25175 aerobe BA GP
Streptococcus salivarius ATCC-25975 aerobe BA GP
Streptococcus sanguis NCTC-10904 aerobe BA GP
Streptococcus mitis ATCC-9811 aerobe BA GP
Klebsiella pneumeniae Laboratory isolate aerobe TSA GN
Escherichia coli ATCC-10536 aerobe TSA GN
Pseudomonas aeruginosa ATCC-9027 aerobe TSA GN
Candida albicans ATCC-10231 aerobe TSA GP
Capnocytophaga sputigena ATCC-33612 capnophilic ~ BA+cisteine GN
Eikenella corrodens ATCC-23834 capnophilic BA GN
Actinobacillus actinomycetem ATCC-33384 capnophilic BA GN
Porphyromenas gingivalis ATCC-33277 anaerobe BA GN
Prevotella intermedia ATCC-25611 anaerobe BA GN
Lactobacillus casei ATCC-393 anaerobe BA GP
Peptostreptococcus anaerobius ATCC-27337 anaerobe BA GP
Veillonela parvula NCTC-11810 anaerobe BA GN
Fusobacterium nucleatum ATCC-10953 anaerobe BA GN
Actinomyces naeslundii ATCC-19039 anaerobe BA GP
Campylobacter rectus ATCC-33238 anaerobe BA GN
Peptostreptococcus micros ATCC-33270 anaerobe BA GP

TSA: tripticase soy agar; BA: blood agar plus haemin and vitamin K; BA+cisteine: blood agar plus

haemin and vitamin K, and cysteine (0.5 g/l).

Kontaktowy test in vitro: Krétko-
terminowy Test Unieruchomienia

Gatunki bakterii

Do oceny wyselekcjonowano 20
gatunkdw bakterii. Bakterie te
zostaty wybrane majac na celu
reprezentowanie réznorodnych
gatunkow obecnych w biofilmie.
Niektore z tych bakterii wigzg sie z
zapaleniem dzigset, zapaleniem
ozebnej lub préchnicg; inne s3
komensalne, oportunistyczne, i
przypuszczalnie patogenne.
Wszystkie z réznych morfotypdéw
oraz warunki wzrostu sg reprezen-
tatywne i wiekszo$¢ z nich nalezy
do znanych zbioréw szczepdw
(patrz Tabela 2).

Test kontaktowy

Kazdy szczep byt niezaleznie pod-
dany dziataniu. Szczepy zostaty
odzyskane przez hodowle pochod-
ng, i uzyte do testu z 24-72 h ho-
dowli. Roztwdér o metnosci okoto
10 w skali McFarlanda zostat przy-
gotowany wraz z koloniami w 5 ml

roztworze jatowej soli fizjologicz-
nej. Sto mikrolitrow tego roztworu

zostato wszczepionych do 10 ml
kazdego produktu testowego (czte-
ry produkty testowe i negatywna
kontrola), z czasem kontaktu réw-
nym dokfadnie 1 min. W tym cza-
sie, 1 ml kazdego roztworu ulegt
dezaktywacji przez rozcienczenie w
9ml uniwersalnego srodka rozcien-
czajgcego z letycyna. Nastepnie,
zostaty przeprowadzone 10-krotne
rozcienczenia, biorgc 1 ml pierw-
szej probowki i mieszajagc to w
nowej probdwce z 9 ml $rodka
inaktywujgcego. 20  minutowy
okres zobojetniania zostat dozwo-
lony do tych rozcienczen, przed
zaszczepienie (bulion z owczg
krwia, heming i witaming K). Kazdy
szczep bakteryjny podziniej inkubo-
wano pod odpowiednig atmosferg i
czasem. Po inkubacji, kolonie bak-
teryjne zliczono z najodpowiedniej-
szych ptytek (miedzy 30 a 300 kolo-
nii), a rozcienczenia serii badano na
zbieznosc¢.

Analiza danych

Liczenie bakterii dla kazdego bakte-
ryjnego szczepu i testowanego
produktu zostato uzyskane w dupli-
kacie, z dwodch zaszczepionych
ptytek agarowych. Z catkowitych
zliczen, liczba mikroorganizmow
(CFU) i procent przezycia bakterii w
stosunku do negatywnej kontroli
zostat obliczony.

Poréwnania badano stosujac test
jednokierunkowej analizy wariancji
(ANOVA) dla zaréwno przeksztat-
conej logarytmicznie CFU (cztery
produkty testowe i negatywna
kontrolna) i procentu przezycia
(cztery produkty testowe). Istotne
roznice zostaty zidentyfikowane za
pomocy testu wielokrotnego po-
réwnania rang.

Badania in vivo: liczba bakterii w
slinie.

Obiekty

Dziesieciu osobnikéw, doktoranci
Szkoty Stomatologii, zgtosito sie na
ochotnika do uczestniczenia w tym
badaniu. Zakres ich wieku wynosit
25-40 lat, wszyscy wykazali ogdlny
zdrowy stan jamy ustnej i zostali
wybrani po spetnieniu dwdch ty-
péw wymagan.

Wstepne kryteria badania:

Niespozywanie antybiotyku
miesigc  przed pierwszym
dniem testu. Nie uzywanie an-
tyseptycznego ptynu do ptuka-
nia ust tydzien przed i podczas
badania.

e Unikanie jakichkolwiek $rod-
kéw zachowania higieny jamy
ustnej w godzinach porannych
w okresie badania.

Ochotnicy zgodzili sie wykonywad
nastepujgce wskazéwki podczas
okresu badania:



e Unika¢ spozywania pokarmu i
ptynéw (poza woda) podczas
okresu prowadzenia proby, po-
zwolono mie¢ normalne $nia-
danie (przed probkowaniem
bazowym) i lunch (miedzy po-
braniem prébek w 5i 7 h).

e Unika¢ jakichkolwiek srodkow
zachowania higieny jamy ust-
nej w okresie badan.

e Unika¢ spozywania gumy do
zucia lub stodyczy w okresie
badan.

Schemat badania

Badanie byto randomizowane, z
podwdjnie $lepa préba (pacjenci,
kierownik i pracownicy laborato-
ryjni), w schemacie grup naprze-
miennych. Okres eliminacji pomie-
dzy ocenami, wynosit najmniej 1
tydzien. Kazdy badany wykorzystat
wszystkie testowanie produkty i
negatywng kontrole, w kolejnosci
randomizowanej, zgodnie z listg
generowang komputerowo.
Wszystkie produkty zostaty ujedno-
licone przez czynnik zewnetrzny, w
identycznych 15 ml butelkach.

W czasie przeprowadzania badan,
prébki Sliny byty uzyskiwane rano
(w okoto 08:25). Badani zostali
poproszeni o przeptukanie jamy
ustnej ich przypisanym produktem,
pod nadzorem, przez 1 min. Dodat-
kowe prébki sliny zebrano po 5
minutach, 1, 3, 5i 7 godzinach.

Pobieranie probek sliny

Niestymulowane praébki Sliny uzy-
skano proszac pacjenta o wyplucie
okoto 1 ml sliny do cylindra miaro-
wego. Probki poddano obrdébce w
laboratorium w ciggu 30 minut,
zgodnie z powszechnymi procedu-
rami bakteriologicznymi (wirowa-
nie, 30 s), seryjne rozcienczenia w
PBS oraz szczepienie na dwodch
seriach nieselektywnych ptytkach
agarowych 5% krwi koriskiej (Oxoid
nr 2, Oxoid Ltd., Basingstoke, Wiel-
ka Brytania) uzupetnionej o hemine
(5 mg/1) i menadion (1 mg/l). Jedng
serig inkubowano w powietrzu w
temperaturze 37°C przez 24 h, a

Tabela 3. CFU, oceniony przez Krotkoterminowy Test Unieruchomienia, dla 20 gatunkow

bakterii i czterech preparatow CHX; zliczenia nizsze niz 30 kalorii w pierwszym
rozcieficzeniu lub probki nie zliczane uznano za<100 CFU

Species Source Atmosphere Media Gram
Streptococcus mutans NCTC-25175 aerobe BA GP
Streptococcus salivarius ATCC-25975 aerobe BA GP
Streptococcus sanguis NCTC-10904 aerobe BA GP
Streptococcus mitis ATCC-9811 aerobe BA GP
Klebsiella pneumoniae Laboratory isolate aerobe TSA GN
Escherichia coli ATCC-10536 aerobe TSA GN
Pseudomonas aeruginosa ATCC-9027 aerobe TSA GN
Candida albicans ATCC-10231 acrobe TSA GP
Capnocytophaga sputigena ATCC-33612 capnophilic ~ BA+cisteine GN
Eikenella corrodens ATCC-23834 capnophilic BA GN
Actinobacillus actinomycetem ATCC-33384 capnophilic BA GN
Porphyromonas gingivalis ATCC-33277 anaerobe BA GN
Prevotella intermedia ATCC-25611 anaerobe BA GN
Lactobacillus casei ATCC-393 anaerobe BA GP
Peptostreptococcus anaerobius ATCC-27337 anaerobe BA GP
Veillonela parvula NCTC-11810 anaerobe BA GN
Fusobacterium nucleatum ATCC-10953 anaerobe BA GN
Actinomyces naeslundii ATCC-19039 anaerobe BA GP
Campylobacter rectus ATCC-33238 anaerobe BA GN
Peptostreptococcus micros ATCC-33270 anaerobe BA GP

TSA: tripticase soy agar; BA: blood agar plus haemin and vitamin K:; BA+cisteine: blood agar plus

haemin and vitamin K, and cysteine (0.5 g/1).

Tabela 4. Procent przezycia bakterii w poréwnaniu z préba kontrolna, oceniane przez
Krotkoterminowy Test Unieruchomienia do opornych szezepow bakterii w 4 preparatow z CHX.
Unieruchomienia zdefoniowano jako = 99,9% spadku CFU

CHX+ALC (%) CHX+NaF (%)  CHX+CPC (%) CHX (%)
S. mutans 0.00 0.02 0.00 0.01
S. mitis 0.74 7.32 0.00 27.37
E. coli 0.01 0.01 0.01 0.01
E. corrodens 0.00 0.11 0.00 0.00
C. sputigena 0.00 6.84 0.00 0.00
A. naeslundii 0.00 0.00 0.00 9.00
L. casei 0.59 84.11 0.00 18.36
V. parvula 0.00 10.08 0.00 0.09
P. micros 24.55 81.37 0.00 73.70

druga w warunkach beztlenowych
przez 48 godziny. Po uptywie czasu
inkubacji, zliczanie prowadzono w
najbardziej odpowiednich ptytek
(te z 30-300 kolonii).

Analiza danych

Catkowita liczba bakterii, dla kazdej
probki zaleznej od czasu i pro-
duktu, jest dostepna dla tlenowych
i beztlenowych zliczen od 10 pa-
cjentow. Transformowane loga-
rytmicznie CFU byty obliczane w
celu uzyskania rozktadu normalne-
go. Procent przezycia obliczono
przez podzielenie wartosci CFU w
kazdym czasie prdobkowania po-
przez CFU na poczatku badania.
Jednokierunkowy test ANOVA
zostat przeprowadzony w kazdym
czasie pobierania prébek dla okre-

slenia, czy istniejg istotne rdznice
miedzy odsetkiem przetrwania dla
roznych testowanych produktdow.
Test wielokrotnego poréwnania
rang byt uzywany do identyfikacji
réznic wykrytych przez poprzedni
test.

Dodatkowo, test T-studenta dla
prob zaleznych zastosowano do
poréownania kazdego produktu z
préoba kontrolng (cztery poréwna-
nia) oraz poréwnania dwdch naj-
lepszych preparatow z dwoma
najgorszymi (cztery pordwnania).
Wybrane  poziomy istotnosci,
p<0,01 i p<0.05, zostaty skorygo-
wane dla wielokrotnych poréwnan
(korekcji Bonferroniego).
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Wyniki
Kontaktowy test in vitro: Krétko-
terminowy Test Unieruchomienia

Kontrola jakosci w tym tescie in
vitro wykazana przez ocene liczby
bakterii znalezionych w ptytkach
kontrolnych (ponad 106, z wyjat-
kiem E. coli, ktéra byta zblizona do
tej wartosci);
oraz stopien zgodnosci pomiedzy
dwoma analogicznymi prébkami
(nie wykryto statystycznie istotnych
réznic, zarowno dla CFU czy odset-
kiem przezycia pomiedzy prdébka-
mi).

CFU dla kazdego gatunku bakte-
rii i kazdego produktu przedsta-
wiono w Tabeli 3. Istotne réznice w
liczbie bakterii zostaty wykryte
(F=34.49, p<0.001). Te rdinice
zostaty zidentyfikowane pomiedzy
kontrolg i czteroma testowanymi
produktami, oraz pomiedzy prepa-
ratem zawierajgcym CHX + CPC
oraz tym z CHX + NaF i z chlorhek-

sydyna. Jednakze, nie zostaty wy-
kryte zadne istotne rdznice odno-
Scie odsetku przezycia dla czterech
testowanych produktéw (F=1.62,
p=0.191) (patrz Tabela 4).

Produkt CHX + CPC wykazat brak
opornosci bakterii. Zaden z bada-
nych gatunkéw nie przetrwat (0/20
do 0%).

Produkt CHX + ALC (03/20,
15%) wykazat pewien poziom
opornosci dla trzech gatunkéw
bakterii: Lactobacillus casei, Strep-
tococcus mitis i Micros Peptostrep-
tococcus. Dla pierwszych dwdch
gatunkdw poziom przezycia byt
niski (mniej niz 1%), podczas gdy P.
Micros wykazat okoto 25% przezy-
cia.

Preparat zawierajgcy CHX bez
dodatku alkoholu (6/20; 30%) nie
byt réwniez w stanie powstrzymac
wzrostu  trzech  wspomnianych
gatunkow; jednakze, procent prze-
zycia byt znacznie wyzszy. Dodat-
kowo trzy nowe gatunki (Strepto-

coccus mutans, Veillonella parvu-
la i Actinomyces naeslundii) byty
oporne na ten pro-dukt.
Na koniec, preparat z CHX +
NaF (7/20, 35%) uzyskat podobny
poziom opornosci jak CHX bez
alko-holu, chociaz zostat zaob-
serwowany wzrost procentu
przezycia dla wiekszosci opor-
nych gatunkdow. Jednakze nie
stwierdzono opornosci na A.
naeslundii i dwa gatunki bakterii
wymagajacych wiekszego steze-
nia dwu-tlenku wegla (Capnocy-
tophaga sputigena, Eikenella cor-
rodens).

Badania in vivo: Liczba bakterii
slinowych

Wyniki byty dostepne zaréwno
dla bakterii tlenowych i beztleno-
wych w slinie.

Dla bakterii tlenowych (patrz
Rys. 1), odsetek przezycia w 5 mi-
nucie wykazat znaczace rdznice
pomiedzy piecioma testowanymi
produktami (F=3.45, p=0.01). Réz-
nice te odpowiadajg znacznie niz-
szemu poziomowi przezycia bakte-
rii w CHX + CPC i CHX + ALC w po-
réownaniu z prébg kontrolna.

Roéznice w odsetku przezycia w
1 h nie osiggnety poziomu istotno-
$ci (F=2.34, p=0.07), chociaz test
wielo-krotnego pordéwnania rang
wykryt istotnie nizszy odsetek prze-
zycia dla CHX + CPC poréwnaniu do
préby kontrolnej i CHX + ALC. W 3
godzi-nie, znaczace rdznice ponow-
nie zostaty obserwowane (F=3.72,
p=0.01), a réznice te byty zwigzane
z nizszym procentem CHX + ALC,
CHX + CPC i CHX + NaF w poréwna-
niu z préba kontrolng. W 5 h, zna-
czace rdznice byty wcigz wykrywa-
ne (F=3.06, p=0.03), odpowiadajac
nizszemu procentowi przezycia z
CHX + CPC i CHX + ALC w poréwna-
niu z préba kontrolng. W czasie
tego pobierania prébek, znaczgce
réznice za-obserwowano roéwniez
miedzy CHX + CPC w pordéwnaniu
do CHX + NaF i CHX. W ostatnim
pobraniu, w 7 h, wszystkie cztery
badane produkty wykazaty znaczg-



ce roznice (F=4.89, p=0.003) w
poréwnaniu z préba kontrolna.

Odnosnie do sparowanych po-
rownan z proba kontrolng CHX +
CPC wykazat znaczace zmniejszenia
w kazdym czasie pobierania probek
(5 mini 3 h, p<0.05; 1, 5i 7 h,
p<0.01). Jednak pozostate trzy ba-
dane produkty osiggnety tylko
poziom istotnosci w jednym czasie
probkowania (CHX + ALC w 7 h,
p<0.05; CHX + NaF w 1 h, p=0.01;
CHX w 5 h, p<0.01). Gdy poréwna-
nia przeprowadzono pomiedzy
produktami, jedyng istotng rdéznice
stwierdzono po 1 godzinie, gdy CHX
+ CPC poréwnano z CHX + NaF i
CHX + ALC (p<0.05).

Dla bakterii beztlenowych (Rys.
2), w czasie pobierania prébek w 5
min nie wykryto istotnych réznic
(F=5.85, p=0.0008), wykazujac, ze
CHX + CPC byt lepszy niz CHX + NaF,
CHX i préba kontrolna. CHX + ALC
tylko wykazat istotne rdinice w
poréwnaniu z préba kontrolna.

W 1 h, znaczace réznice zosta-
ty-ponownie wykazane (F=7.06,
p<0.0002), zwigzane z mniejszym
procentem przezycia dla czterech
ba-danych produktéw w poréwna-
niu z prébg kontrolng. W 3 h, CHX +
CPC wykazat znaczaco mniejszy
procent przezycia niz CHX + NaF,
CHX i préba kontrolna. CHX + ALC
wykazat réwniez znaczne nizszy
odsetek przezycia w poréwnaniu z
CHX i probg kontrolng (F=4.40,
p<0.005). Podobne wyniki zaob-
serwowano w 5 h (F=3.42, p=0.01),
co odpowiada znacznie nizszej
wartosci dla CHX + CPC i CHX + ALC,
w poréwnaniu z CHX + NaF i proba
kontrolng. Wreszcie, w 7 h nie

wykryto zadnych rdinic wsréd
badanych  produktéw  (F=1.19,
p=0.33).

Sparowane poréwnania z probg
kontrolng wykazaty istotne rdéznice
dla CHX + CPCi CHX + ALCdo 5 h
(CHX + CPC, p<0.01; CHX + ALC,
p<0.01, z wyjatkiem w 5 min,
p<0.05). CHX (p<0.05) i CHX + NaF
(p=0.01) wykazaty tylko istotne roz-
nice w poréwnaniu z probg kon-
trolng w 1 h. W odniesieniu do
sparowanego poréwnania pomie-

dzy testowanymi produktami CHX +
CPC byt lepszy niz CHX + NaF dla 5
min (p<0.01) i dla 5 h (p<0.05) i
lepszy niz CHX dla 5 min (p<0.01) i
3 h (p=0.05). CHX + ALC byt lepszy
niz CHX + NaF w 5 min (p<0.05).

Dyskusja

Wyniki tego badania wyraznie
wskazujg, ze rézne produkty do
ptukania jamy ustnej zawierajgce te
sama substancje czynng (0,12%
CHX), ale o innym sktadzie, wykaza-
ty znaczne rdznice w ich dziataniu
przeciwko drobnoustrojom, zaréw-
no w testach in vitro jak i in vivo, z
preferencjg dla preparatu CHX z
dodatkiem alkoholu. Ponadto wy-
kluczenie alkoholu wraz z zmiang
sktadu obejmujaca dodanie innego
srodka antyseptycznego, CPC, w
znacznym stopniu  wynagrodzita
zmiany, proponujac jeszcze bardziej
aktywny preparat (CHX + CPC).
Chociaz wptyw innych sktadnikow
preparatu nie moze zosta¢ odrzu-
cony, to logiczne jest, aby wierzy¢,
ze dodanie lub likwidacja alkoholu,
fluorku sodu lub chlorku cetylopi-
rydyniowego po-winno by¢ w duzej
mierze odpowiedzialne za zaob-
serwowane rdznice w aktywnosci
przeciwbakteryjne;j. Wykazanie
tych réznic byto wspomagane przez
dwa rdézne badania: jedno in vitro,
nowo opracowany Krétko-
terminowy Test Unieruchomienia,
a inne badania oparte na in vivo,
oceniajgce wptyw badanego pro-
duktu na liczbe bakterii w $linie,
postepowaty wedtug znanego pro-
jektu badan.

Kontaktowy test in vitro: Krétko-
terminowy Test Unieruchomienia

Zastosowany Krétkoterminowy
Test Unieruchomienia jest modyfi-
kacjg standardowych testéw kon-
taktowych, ktore zostaty wykorzy-
stane do okreslenia czasu unieru-
chomienia chlorheksydyny, w srod-
kach ptuczacych do kanatow korze-
niowych (D'Arcangelo & Varvara,
1998), w postaci roztworéw lub
kremdéw do miejscowym czyszcze-

niu (takich jak w leczeniu ran lub w
srodkach anty-septycznych) (Gol-
denheim 1993), lub w ptynach do
ptukania jamy ustnej (Wilson i in.
1990). Jednak, czas kontaktu powi-
nien by¢ krétszy dla ptynéw do
ptukania jamy ustnej, poniewaz
zwykle czas kontaktu tych produk-
téw w jamie ustnej wynosi okoto 1
min.

Ten test in vitro zostat zatwier-
dzony do powtarzania i reproduk-
tywnosci przez Wydziaty Mikrobio-
logiczne Dentaid SL (Sant Cugat del
Valle's, Hiszpania) i Uniwersytet
autonomiczny w Barcelonie (Barce-
lona, Hiszpania). W czasie niniej-
szego badania waznos$¢ kazdego
testu in vitro opierata sie na wyko-
rzystanych  kontrolach  jakosci:
obecnosci reprezentatywnej czesci
inokulum na ptytkach kontrolnych;
logicznemu rozmieszczeniu liczby
bakterii w kazdej probce rozcien-
czenia; i podobienstwu wynikéw
dla dwach serii ptytek stosowanych
w kazdym tedcie. Jesli ktorykolwiek
z tych kryteriéw nie zostat osiggnie-
ty, test byt wtedy powtarzany.

Z 20 ocenianych gatunkow
bakteryjnych  osiem  wykazato
oporno$¢ na chlorheksydyne w
testach in vitro, w co najmniej jed-
nym z tych produktéw. Zaden ga-
tunek nie byt oporny na dziatanie
produktu z CHX + CPC. Z o$miu
odpornych gatunkow, trzy byty
rowniez odporne na pozostate trzy
testowane produkty, L. casei-, S.
mitis i P. Micros. L. casei zostata
zgtoszona jako gatunek najbardziej
oporny na chlorheksydyne w mo-
delu hodowli przeptywowej (che-
mostat) w poréwnaniu z o$mioma
innymi gatunkami bakterii
(McDermid i in. 1987). S. mitis
rowniez podaje sie jako jedng z
najmniej wrazliwych bakterii w
badaniu w rozcienczonym agarze w
Corsodyls® (0.2% chlorheksydyny)
(Wade i Addy 1989). Jesli chodzi o
P. Micros, badania wrazliwosci in
vitro wykazaty wartos¢ MIC réwng
62 pg/ml, jednakze, nie jest on
jednym z najbardziej opornych
szczepow (Stanley i in. 1989). Moz-
na wysnuc hipoteze, ze chlorheksy-



dyna nie jest bardzo skuteczna
wobec tych gatunkow bakteryj-
nych, a dodatek CPC moze rozsze-
rzy¢ jej spektrum dziatania, ponie-
waz produkt CHX + CPC byt jedy-
nym, ktoéry dziata catkowicie prze-
ciwko tym bakteriom.

S. mutans i V. parvula réwniez
wykazaty opornos¢ na dwa badane
produkty, podczas gdy A. naeslun-
dii, C. sputigena i E. corrodens wy-
kazaty pewien stopien opornosci na
jeden z produktéw. Znalezienie C.
sputigena nie jest zaskakujace,
poniewaz badania w rozcienczo-
nym agarze uznaty Capnocytopha-
ga spp. jako jedng z najmniej wraz-
liwych na chlorheksydyne (Stanley i
in., 1989, Wade i Addy 1989).
Opornosci te mogg by¢ zwigzane z
brakiem alkoholu w preparatach
(niewzbogacone poprzez dodanie
innych sktadnikow aktywnych ta-
kich jak CPC), obecno$¢ aniono-
wych fluorkdow, ktére mogg wpty-
wac na dziatanie chlorheksydyny,
takie jak fluorek sodu, lub inne
mniej odpowiednie lub nieznane
zmiany w preparatach.

Test in vivo: Liczba bakterii slino-
wych

W tescie in vivo, uzytym w obec-
nym badaniu, zastosowano znanag
konstrukcje, uzytg po raz pierwszy
na poczatku 1970 roku przez
Schiottiego i in. (1970) w ptynach
do ptukania jamy ustnej zawieraja-
cych chlorheksydyne. Projekt tego
badania pozwala, aby poréwnania
byty wykonane z wielkosci aktyw-
nosci antybakteryjnej w $linie do-
wolnego preparatu do ptukania
jamy ustnej. Mierzy to zaréwno
dziatanie przeciwbakteryjne in vivo
i trwatos¢ tego efektu (Jenkins i in.
1994). Dlatego jest on uwazany za
uzyteczny test do oceny substan-
tywnosci (Schiott i in. 1970) i ha-
mowania wtasciwosci ptytki nazeb-
nej (Roberts & Addy 1981a).
Szczegdlnie Addy i in. szeroko
korzystali w literaturze z tego pro-
jektu badan, chociaz mozna znalezé
niewielkie modyfikacje w rdéznych
publikacjach. Pierwsza prébka ptu-

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); jednakze, w tym bada-
niu wybraliSmy juz okres 5 min, aby
oceni¢ natychmiastowy efekt ptu-
kania. Metodologia bakteriologicz-
na rowniez moze sie roznic i to tez
moze mie¢ wpltyw na wyniki. W
wiekszosci badan ocenia sie wy-
tacznie 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);
jednakze dodanie bakterii tleno-
wych moze dostarczy¢ cennych
informacji do wynikéw, jak przed-
stawiono w niniejszym i w in-nych
badaniach (Moran i in. 1988). Czas
inkubacji wykazuje réwniez pewng
zmienno$¢. W jednym badaniu
stosuje sie okres 12 h beztlenowej
inkubacji (Addy i in., 1997), podczas
gdy inne wydtuzajg ten okres do 72
godzin (Elworthy i in., 1996, Harper
i in., 1995) . Najczestszy okresu
inku-bacji, i takze 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, uzyto okresu 24 h (Moran
iin. 1988).

Pomimo, ze moze sie wydawac
niewystarczajagce wykorzystanie 10
pacjentdw dla probki, to uzycie
schematu grup naprzemiennych
pozwala na wielokrotne poréwna-
nia produktéw wykorzystujgcych
tych samych pacjentow. W kon-
strukcji tego typu badan, dwukrot-
na (Addy i in. 1991, Elworthy i in.
1996) lub trzykrotna (Harper i in.
1995, Addy i in. 1997) liczba zabie-
goéw daje niezbedng liczbe osdb.
Podobne badania obejmujg row-
niez 10 osdb, jedna do oceny dzie-
wieciu grup badanych (Moran et al.
1988) i pozostate cztery grupy ba-
dane chloroheksydyng oraz grupa
kontrolna (Addy i in., 1991).

Poréwnujac réine preparaty z
CHX i oszacowujgc ich antybakte-
ryjng skutecznos¢, jeden z prepara-
tow z 0,1% CHX (Eludrils®) wykazat
bardzo ograniczony skutek w 1 h,
podobny do préby kontrolnej (Ad-

dyet i in.,, 1991). Inne badanie,
zawierato cztery preparaty z CHX,
oceniajgce rdézne handlowe ptyny
do ptukania we Francji (Harperiin.,
1995). Okazato sie, ze dwa sposréd
tych produktéw o zawartosci 0,2%
CHX (Hibidents®) i 0,12% CHX
(Prexidine®), osiggnety najlepsze
wyniki, w poréwnaniu z 0,12% CHX
(Parodex®). Czwarte ptukanie 0,1%
CHX, wykazato bardzo ograniczony
wptyw poréwnywalny z prepara-
tami o zawartosci 0,2% chlorheksy-
dyny lub 0,005% CPC. Wyniki te
zostaty wyjasnione przez réznice w
sktadzie, a nie przez rdznice w ste-
zeniu CHX, poniewaz zmiana sktadu
produktu przy uzyciu tego samego
stezenia wyraznie poprawita wyniki
(Addy i in., 1991). Wyniki tych ba-
dan doprowadzity do jednoznacz-
nego wniosku: " Ze jest niebez-
piecznym przyjac skutecznosé jedy-
nie na podstawie obecnosci znane-
go $rodka w preparacie " (Harper i
in. 1995). To stwierdzenie jest cat-
kowicie zgodne z wynikami niniej-
szego badania.

Sktad ptynow do ptukania jamy
ustnej

Obecnos¢ alkoholu w preparacie do
ptukania jamy ustnej jest tematem
oznaczonym, jako kontrowersyjny.
Z jednej strony, ich obecno$¢ moze
by¢ zwigzana z pewnymi proble-
mami, takich jak hipotetyczny
wzrost ryzyka nowotworu jamy
ustnej (Elmore & Horwitz 1995,
Shapiro i in. 1996); jednak, jesli
ryzyko rzeczywiscie istnieje, to
bytoby zwigzane ze stezeniami
powyzej 25% i przy dtugotrwatym,
codziennym stosowaniu (Winn i in.
1991). Réwniez zostat zgtoszony
zwigzek z bezposrednim bdlem w
jamie ustnej, jednak tylko w pro-
duktach, ktorych stezenie alko-holu
jest wyzsze niz 10% (Bolanow-ski i
in. 1995). Dodatkowo, liczba uwa-
runkowan moze stanowi¢ przeciw-
wskazania do wykorzystania pty-
now do ptukania jamy ustnej za-
wierajacych alkohol, takich jak
pacjentdw z obnizong odpornoscia,
naswietlanych pacjentéw chorych



na nowotwor gtowy badz szyi, pa-
cjentow z zapaleniem bton $luzo-
wych lub uczulonych na alkohol, jak
i rodzin z matymi dzie¢mi (Eldridge i
in., 1998). Etanol moze rdéwniez
przyczyni¢ sie do zmiekczenia po-
wierzchni i zwiekszenia zuzycia
zywic oraz wypetnien kompozyto-
wych (Eldridge i in., 1998). Z drugiej
strony, alkohol jest wykorzystywa-
ny jako nosnik do rozpuszczania i
stabilizacji innych sktadnikéw czyn-
nych, oraz jako sam S$rodek anty-
septyczny. Moze to by¢ wazne dla
stabilnosci preparatu, i zapobiega-
nia zanieczyszczenia krzyzowego.
To doprowadzito niektorych auto-
row do stwierdzenia: " chlorheksy-
dyna bez zawartosci alkoholu nie
powinna by¢ stosowana jako s$ro-
dek antyseptyczny " (Vigeant i in.,
1998).

Eldridge i in. (1998) podali, ze
ptyn do ptukania jamy ustnej o
0,12% CHX nie zawierajacy alkoho-
lu byt tak samo skuteczny jak han-
dlowy preparat o 0,12% CHX z
zawartoscig alkoholu (Peridex®).
Projektem ba-dania byt projekt
eksperymentalnego zapalenia dzia-
set w ciggu 21 dni bez higieny me-
chanicznej w trzech réwnolegtych
grupach, w kazdej po siedmiu pa-
cjentéw (druga grupa stosowata
olejek eteryczny do ptukania ust;
nie zastosowano negatywnej grupy
kontrolnej). Réznice miedzy CHX, a
olejkiem eterycznym zostaty wykry-
te w odniesieniu do wskaznika
ptytki nazebnej i poziomie S. mu-
tans na jezyku (test paskowy), ale
nie stwierdzono rdinic miedzy
dwoma produktami CHX. Z innych
badan (Arweiler i in.,, 2001) wy-
wnioskowano, ze 0,1% CHX bez
dodatku alkoholu byt bardziej sku-
teczny w zmniejszaniu ilosci kamie-
nia nazebnego i jego zywotnosci w
4-dniowym odrastania ptytki na-
zebnej, ale wniosek nalezy inter-
pretowa¢ ostroznie, poniewaz
wymieniony produkt byt pozytywng
prébga kontrolng w badaniu z innym
celem, i zaden inny pro-dukt CHX
nie zostat uwzgledniony w projek-
cie, aby umozliwi¢ wifasciwe po-
rownania. W niniejszym badaniu,

preparaty bez alkoholu byty mniej
skuteczne, zaréwno in vitro jak i in
vivo, z wyjgtkiem produktu ze
zmienionym sktadem, w ktory do-
dano do preparatu CPC.

CPC jest czwartorzedowym
zwigzkiem amoniowym, opracowa-
nym w produktach handlowych,
jako jedyny sktadnik aktywny w
stezeniu 0,05% lub 0,1% (Mandel
1994). Jest mniej aktywny niz CHX i
wykazuje mniejszg substantywnos$¢
pomiedzy 180 i 300 min. (Roberts i
Addy 1981b). Jego sktad wydaje sie
wptywa¢ w mniejszym stopniu
poprzez obecnos$¢ alkoholu lub
innych substancji, takich jak fluorek
sodu (Elworthy i in. 1996). Jego
kombinacja z CHX moze umozliwiaé
efekt synergistyczny, poprzez roz-
szerzenie spektrum dziatania chlor-
heksydyny, albo poprzez zwieksze-
nie jej aktywnosci przeciwbakteryj-
nej, jak wykazano w tej pracy.

Podsumowujgc, biorgc pod
uwage wyniki, zarowno w testach
in vitro i in vivo, okazuje sie, ze
produkt CHX + ALC wykazywat
wyzszg aktywno$¢ przeciwbakte-
ryjng w poréwnaniu z preparatami
z CHX + NaF i CHX bez alkoholu.
Jesli alkohol jest wykluczony z pre-
paratu, to zmiana skfadu i dodanie
dodatkowego srodka antyseptycz-
nego, takiego jak CPC, moze nie
tylko  wyrownywaé lecz raczej
zwiekszaé aktywnosé przeciwbakte-
ryjng produktu.

Pomimo niewielkiej liczby ba-
danych szczepdw w innych testach
kontaktowych, uzycie 20 wybra-
nych gatunkéw bakterii wydaje sie
by¢ konieczne, aby odpowiednio
oceni¢ antybakteryjne dziatanie
preparatow w trakcie ich opraco-
wywania i w handlowo dostepnych
produktach. Wyniki uzyskane w
catkowitych zaliczeniach $linowych
w tescie in vivo uzywane w niniej-
szym badaniu, nie dajg zadnej in-
formacji o] przezyciu po-
szczegdlnych gatunkdow bakterii, ale
zaskakujgco wysoki stopnien prze-
zywalnosci  zaobserwowano w
przypadku gatunku P. Micros w
trzech z czterech testowanych
produktéw w testach in vitro, dla-

tego wymaga sie dalszych szczegoé-
towych prac przed ekstrapolacjg na
warunkach in vivo, ktére mogg byc¢
wykonane. Wyniki obu testéw
zgadzajg sie, czynigc Test krotko-
terminowego Unieruchomienia
dobrym narzedziem do rozwoju i
poréwnania produktéw do higieny
jamy ustnej.

W ograniczeniach badan in
vitro i in vivo, mozna stwierdzié, ze
rézne preparaty do ptukania jamy
ustnej, oparte na substancji czynnej
o dobrze udokumentowanym dzia-
faniu przeciwbakteryjnym (takie jak
zawartos¢ 0,12% chlorheksydyny)
nie wykazujg podobnego stopnia
aktywnosci. Rdéznice te mogg by¢
zwigzane z brakiem alkoholu bad? z
innymi réznicami w sktadzie (takie
jak wtracenie fluorku sodu, ktéry
moze kolidowa¢ =z aktywnoscig
chlorheksydyny; badZ przeciwnie,
dodatek CPC, ktory moze zapewnic
synergistyczny efekt z chlorheksy-
dyng) lub innych nieznanych czyn-
nikdw zwigzanych z catym sktadem
tych produktéw handlowych.
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