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RESUMEN

El propésito de este estudio fue determinar en 20 voluntarios el efecto sobre el crecimiento de
placa en 24 horas de enjuagatorios de clorhexidina, medir in vitro su actividad microbicida y
determinar la concentracion de clorhexidina. Tres enjuagatorios comerciales fueron usados,
denominados A, B y C, los dos primeros con 0,12% vy el tercero con 0,1% de clorhexidina.

El efecto sobre el crecimiento de placa en 24 horas se determino midiendo area de placa e
indice de placa en tres estudios cruzados doble ciego. Las propiedades microbicidas fueron
determinadas por un ensayo de inhibicién del desarrollo del Streptococcus mutans,
Actinomyces viscosus y Candida albicans. La determinacion de clorhexidina fue realizada por
cromatografia HPLC.

No se encontraron diferencias significativas en la placa formada a las 24 horas después del
uso de los enjuagatorios pero menos placa se desarrollo con clorhexidina al compararla con
el control. Las concentraciones de clorhexidina fueron 0,1174%,0,1168% v 0,091% para A,B
vy C respectivamente, valores estables después de 16 meses de elaboracion. Las concentra-
ciones en clorhexidina para A y B son valores normales mientras que el valor de C esta bajo
el valor declarado. Los enjuagatorios presentan actividad microbicida contra los microorga-
nismos usados con un tiempo de inactivacion del crecimiento menor o igual a 30 segundos.

Las metodologias usadas permiten confirmar la efectividad de los enjuagatorios con diferen-
tes concentracion de clorhexidina, donde los resultados claramente sugieren que 0,1% en
clorhexidina es capaz de tener actividad antiplaca y antimicrobiana cuando es usada en colu-
torios, no siendo necesarias concentraciones mas elevadas.

PALABRAS CLAVE

Clorhexidina; enjuagatorios; antibacteriano; antiplaca; HPLC

INTRODUCCION

La clorhexidina, antiséptico bisbiguanido, es usado en
clinica dental comunmente (1,2). Presenta propieda-
des antibacteriana y es formulado como enjuagatorio,
siendo esta formulacién la mas empleada, presentan-
dose en varias concentraciones (3,4). EL uso de enjua-

gatorios de clorhexidina es comun en la poblacién
chilena.

Las revisiones bibliograficas confirman que la clorhe-
xidina es el mas efectivo agente antiplaca (5,6). La efi-
cacia clinica esta relacionada a su naturaleza dicatio-
nica lo que permitiria explicar su actividad antimicro-
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biana prolongada por interacciones electrostaticas
entre la clorhexidina y moléculas con carga en la cavi-
dad oral (7,8,9). La clorhexidina es el agente antimi-
crobiano bucal mas usado, efectivo y documentado en
eliminar o disminuir el Estreptococos Mutans en pro-
cesos dependientes de este microorganismo (10,11).
La eficacia antimicrobiana de la clorhexidina permite
controlar otras bacterias orales como el lactobacilo
(12) siendo ademas efectivo en el control de hongos
orales como la candida albicans (13,14)

Otra de las acciones descritas para la clorhexidina es
su efecto sobre la placa microbiana, donde medicio-
nes de areas de placa e indice de placa permiten
cuantificar el efecto de la clorhexidina sobre el creci-
miento de la placa en 24 horas, estas mediciones per-
miten con un cierto grado de certeza evaluar agentes
y formulaciones antiplaca (15)

En la determinacién de clorhexidina en colutorios se
ha descrito el uso de la cromatografia liquida HPLC ,
sistema rapido, sencillo y especifico (16). Este sistema
permite ademas determinar la clorhexidina en dife-
rentes fluido biolégicos como orina, suero, saliva con
una sensibilidad bastante alta (17,18,19, 20).

El propésito de este estudio, fue medir el efecto sobre
el crecimiento de placa microbiana en 24 horas por
colutorios de clorhexidina existentes en el mercado
chileno, ademas de determinar su concentracion en
clorhexidina mediante cromatografia HPLC y medir
su actividad antibacteriana .

MATERIALES Y METODOS

Tres marcas de enjuagatorios con clorhexidina pre-
sentes en el mercado farmacéutico chileno, Perioaid®,
Oralgene®, Dentilim®, denominados A, B y C respecti-
vamente, fueron usados en este estudio. Todas las
muestras de enjuagatorio (5 de A, 5 de B y 6 de C),
tienen diferentes fechas de fabricacién y fueron obte-
nidos de diferentes mercados. Dos de los enjuagato-
rios A y B tienen la misma formulacién con un 0,12%
de digluconato de clorhexidina y C presenta una
concentraciéon de 0,10%.

Medicion del efecto de la clorhexidina sobre el creci-
miento de placa en 24 horas. El efecto de la clorhexi-
dina sobre la placa microbiana se midié en tres estu-
dios doble ciego, en 20 alumnos voluntarios y en una
distribucién al azar de los enjuagatorios. Los volunta-
rios presentaban una buena higiene oral y salud
gingival, con 22 dientes medibles y sin prétesis o fre-
nillos. En la mafiana de cada estudio, los voluntarios se
cepillaron con pasta de dientes y agua por dos minu-
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tos. Luego los dientes fueron coloreados con eritrosi-
na y la placa residual fue removida con una copa de
goma sin pasta de pulir. Los voluntarios se enjuagaron
con 10 ml por 3 minutos con el producto seleccionado
con la supervisiéon de un investigador. La higiene oral
fue suspendida por 24 horas y la placa acumulada
después de ese tiempo fue revelada con eritrosina y
contada por el indice de placa de Turesky y col (21) y
por el indice de superficie de placa tefiida de Addy y
col (22) para superficies bucales de incisivos, caninos
y premolares. Un periodo de espera de 7 dias como
minimo se observo con una higiene normal antes de
realizar los otros estudios con los otros enjuagatorios,
determinando en saliva la concentracién de clorhexi-
dina residual como control. En el primer estudio se
utilizo el enjuagatorio A como producto activo y como
control un enjuagatorio sin clorhexidina. En el 2° y 3°
estudio se utilizaron los enjuagatorios B y C respecti-
vamente y el mismo colutorio control. los estudios se
separaron entre si por un periodo de 4 semanas.

Métodos estadisticos. Comprobado que los indices de
placa y superficie muestran una distribucién normal,
los datos fueron analizados para datos parameétricos
utilizando el test de t de Student.

Determinacion de clorhexidina. Un sistema de croma-
tografia liquida (HPLC) Merck Hitachi Diodo Array,
con un detector fijado a 254 nm, una columna
Bondapack C18 de 15 cm como fase estacionaria y
una fase mévil constituida por una mezcla de aceto-
nitrilo agua: 50/50, 0,1% de hexasulfonato de sodio y
1% acido acético glacial, permiten la determinacién
de clorhexidina.

Procedimiento. Una alicuota de 100 ul de solucién
estandar de clorhexidina (0,02 mg/ml) y 100 ul de la
solucién problema (2ml del enjuagatorio/100ml de
fase mévil), fueron inyectados en la columna. El por-
centaje de clorhexidina fue calculado a través de la
relacion: 100 (Au/As)/(Cs/Cu), donde Au, es el area
de la clorhexidina de la solucién problema, As, area
de la solucién estandar y Cs y Cu son las concentra-
ciones de la clorhexidina en las soluciones estandar y
problema respectivamente.

Determinacién de propiedades antibacterianas. Estas
fueron medidas a través de un ensayo de inhibicion
de desarrollo bacteriano, colocando los enjuagatorios
a distintos tiempos de contacto con tres cepas de la
zona bucal: Streptococcus mutans (ATCC 251175),
Actinomyces viscosus (ATCC 19246) y Candida albi-
cans (ATCC 10231). Las muestras utilizadas corres-
pondieron a los enjuagatorios con la fecha de fabrica-
cién mas antigua.

Inoculos de Prueba. S. mutans fue cultivado por 24
horas a 37°C en infusién de Brain Heart. A. viscosus,
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Tabla 1
CONCENTRACION DE CLORHEXIDINA EN ENJUAGATORIOS
A B C
N° de Antigiiedad (Clorh.) Antigiiedad (Clorh.) Antigiiedad (Clorh.)
Muestra (meses) % (meses) % (meses) %
1 4 0,119 05 0,118 5 0,091
2 6 0,119 08 0,116 i 0,090
3 9 0,115 10 0,115 8 0,085
4 11 0,116 14 0,119 11 0,086
5 16 0,118 16 0,116 12 0,099
6 - - - - 16 0,093
Promedio 0,1174 0,1168 0,091
D.S. 1.8x10° 1.6x10° 4.6x10°
(Clorh.)= concentracion clorhexidina. D.S.= desviacion estandard. A= colutorio.A. B= colutorio B. C= colutorio C
§ Tabla 2 >
PROMEDIOS Y DESVIACIONES ESTANDAR DE AREAS E INDICES DE PLACA (mm?) SEGUIDO AL
USO DE COLUTORIOS CON CLORHEXIDINA
Estudio 1 (A) Estudio 2 (B) Estudio 3 (C)
Clorh. Con. Clorh. Con. Clorh. Con.
Area 3.18 7.33 3.83 8.03 3.75 7.95
Placa (1.28) (2.06) (1.52) (2.40) (1.35) (2.33)
Indice 1.25 1.95 1.20 1.81 1.18 1.88
Placa (0.23) (0.59) (0.25) (0.53) (0.35) (0.47)

(Clorh.)= Clorhexidina Con. A= colutorio.A. B= colutorio B. C= colutorio C. (...)= desviacién estandar. n= 20.

cultivado por 48 horas en microaerofilia en medio de
tioglicolato. C. albicans, cultivada por 24 horas a 37°C
en caldo de Sabouraud Dextrosa.

Medio de cultivo de recuperacion. Se utilizé los mis-
mos medios del inoculo mas lecitina como agente
neutralizante.

Procedimiento. A 0,5 ml del inoculo de prueba se
agrego 5 ml del enjuagatorio sin diluir, la mezcla se
agito y se mantuvo a 37°C. Se determino la viabilidad
de la mezcla inoculo-enjuagatorio a 30, 60, 120 y 300
segundos después de la inoculacién. Para esto se
transfirié una azada de la mezcla al medio de cultivo
de recuperacién a los mismos tiempos. Las muestras
fueron incubados a 37°C por 48 horas observando
promocion del crecimiento microbiano.

RESULTADOS

Los resultados de los analisis de clorhexidina en los
enjuagatorios son resumidos en la Tabla 1. Esta infor-

ma la distribucién de las muestras para las tres mar-
cas, variando para A de 4-16 meses de antigiiedad, y
para las muestras B y C variaron de 5-16 meses de
antigiiedad. Los valores promedios de clorhexidina
para la marca A fue de un 0,1174%, para B fue de un
0,1168% y para C fue de un 0,091%.

Medicion del efecto de la clorhexidina sobre el cre-
cimiento de placa en 24 horas. Grupos de 20 volun-
tarios participaron en los tres estudios, pero solo 17
alumnos participaron en los tres estudios. El prome-
dio y la desviacion estandar para los indices de
placa y superficie se muestran en la Tabla 2. En los
tres estudios tanto el indice de placa como el indice
de superficie de placa medidos después de 24 horas
tras la aplicacion unica del enjuagatorio son meno-
res en los enjuagatorios con clorhexidina comparada
con el control, siendo las diferencias altamente sig-
nificativas (p=0,001-0,003). Una comparacién inte-
restudios de los indices de placa y superficie de
placa, no revela diferencias significativas entre los
enjuagatorios con clorhexidina de diferentes con-
centraciones (p=0,5-0,7), para el estudio de compa-
racion los datos fueron analizados a través del test
Kruskal-Wallis.

AVANCES EN PERIODONCIA/21



AVANCES

Volumen 15 - N° 1 - Abril 2003

Los resultados de viabilidad de los microorganismo
con las muestras de enjuagatorios de clorhexidina
nos sefiala que A, B y C, tienen accion microbicida, en
las condiciones de este estudio, frente a los microor-
ganismos testados. En todos los casos, utilizando el
enjuagatorio de data mas antigua, el tiempo de inacti-
vacion fue menor o igual a 30 segundos.

DISCUSION

Los resultados nos indican que la clorhexidina pre-
sente en los colutorios utilizados tienen efecto tanto
sobre el crecimiento de la placa microbiana in vivo
como el desarrollo bacteriano in vitro.

El uso de la cromatografia liquida HPLC permitio la
determinacién exacta de clorhexidina en los coluto-
rios utilizados en la investigacion clinica asi como el
analisis de clorhexidina residual salival en los volun-
tarios previo aun nuevo tratamiento. Esta metodologia
es de facil aplicacion, alta sensibilidad, y una repro-
ducibilidad para un amplio rango de concentraciones
de clorhexidina (23) . Las determinaciones de clorhe-
xidina en los colutorios A y B estan dentro de los limi-
tes de aceptabilidad para estos productos. Con res-
pecto al enjuagatorio C, este esta bajo la norma, pero
no es un problema de estabilidad de la clorhexidina,
si no de la formulacién que entrega una cantidad
menor que la declarada.

Para visualizar los efectos de la clorhexidina en su
accién microbicida, se puede ver que las cepas bac-
terianas seleccionadas para el estudio fueron adecua-
das, porque tanto S. Mutans como A. Viscosus estan pre-
sentes en la placa microbiana normal y tienen inci-
dencia directa en la formaciéon de la caries dental. Por
otro lado, C. albicans esta también relacionadas a
patologias comunes de la cavidad bucal. Ninguno de
estos microorganismos fue capaz de crecer en pre-
sencia de los enjuagatorios que contiene clorhexidi-
na, asi organismos anaerobios (A. Viscosus) como
aerébicos (S. Mutans y C. albicans) fueron igualmente
afectados por la clorhexidina confirmando su amplio
espectro de accioén, a pesar de la diferencia de con-
centracién de los colutorios. Luego este tipo de enjua-
gatorio puede efectivamente controlar el crecimiento
de bacterias y hongos orales.

Con respecto a la accién de la clorhexidina sobre el
crecimiento de la placa microbiana, este estudio ha
demostrado que enjuagatorios con clorhexidina son
muy superiores a controles sin clorhexidina en estu-
dios de 24 horas de duracion. Pero no sefiala diferen-
cias significativas en los indices de placa y superficie
de placa al comparar colutorios de clorhexidina de
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diferente concentracién siendo las dos concentracio-
nes utilizadas efectivas en el control de placa. Estos
resultados indican que estos ensayos de corto tiempo
pueden ser usados en la seleccion de potenciales
agentes o productos con accién antiplaca, usando
indices convencionales de placa como el indice de
area de placa de Turesky et al. (21) modificado de
Quigley y Hein (24) y el indice de placa de Addy et
al. (23) modificado de Shaw y Murray (25), este méto-
do tiene un alto conteo y es altamente discriminatorio.

Los resultados obtenidos con el enjuagatorio C, tanto
por su efecto inhibitorio sobre el crecimiento de
placa como por su efecto microbicida sobre las cepas
bacterianas usadas, nos lleva a pensar que la concen-
tracion de 0,1% de digluconato de clorhexidina
declarada en esta formulacion, son suficientes para
satisfacer las propiedades asignadas a la clorhexidina
de tener actividad antibacteriana y antiplaca, e inclu-
so obtenidas con concentraciones menores, pues la
concentraciéon promedio determinada en el colutorio
C fue de 0,091%. Se hace necesario entonces revisar
las concentraciones de clorhexidina utilizadas en los
enjuagatorios pues se podrian estar utilizando con-
centraciones mayores a las necesarias y por lo tanto
incrementando la posibilidad de reacciones adversas
a este producto.

SUMMARY

The purpose of this study was to measure plaque
regrowth over 24 h.(in vivo) and microbicidal activity
(in vitro), and to determine the concentration of chlor-
hexidine in mouthwashes. Three commercial mouth-
washes were used, A ,B, whit 0.12 % and C whit 0.10
% of digluconate of chlorhexidine. The effect on 24-h
plaque regrowth were measured using of plaque area
and plaque index in 3 double-blind studies in 20 sub-
jects. For chlorhexidine concentration studies, sam-
ples all with different date of elaboration, were emplo-
yed. The assessment of chlorhexidine was performed
by HPLC chromatography. Microbicidal properties
were measured by an inhibition assay of development
of: Streptococcus mutans, Actinomyces viscosus and
Candida albicans.

Not significant differences plaque reformed after
using the three chlorhexidine mouthwashes but less
plaque developed whit the chlorhexidine compared
with control.

The chlorhexidine concentration were 0.1174%,
0.1168% and 0.091% for A, B and C samples respecti-
vely, stability values after 16 months of elaboration
respectively. Thus, A and B mouthwashes had normal
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values of chlorhexidine, while that, for C it would be
below its declaimed value. The most dated samples of
mouthrinses had microbicidal activity against the tes-
ted micro-organisms. The inactivation time of bacte-
rial growth was lesser or equal to 30 seconds.

The methodologies applied allow to determine the
effectiveness of such mouthrinses with different chlor-
hexidine concentration, when the results clearly sug-
gests that 0.1% chlorhexidine is enough to get anti-
plaque and antimicrobial activity, when used in
mouthwashes, not been necessary concentrations
more high in the mouthrinses
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