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Efecto de colutorios de xilitol/clorhexidina versus xilitol
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Objetivos: Las bacterias orales que poseen resistencias
naturales deterioran la eficacia antibacteriana de la
clorhexidina sobre los microorganismos cariogénicos.
El xilitol, casi siempre aplicado en forma de chicles,
posee buenas propiedades para la reduccion de placa.
El proposito de este estudio fue investigar el efecto de
colutorios de xilitol formulados como solucion pura o
en combinacion con clorhexidina sobre la viabilidad de
Streptoccoccus sanguis (primer colonizador de los dien-
tes humanos) y de Streptoccoccus mutans (la cepa prin-
cipalmente responsable de la caries) durante las fases
iniciales de formacion de la biopelicula.

Método y materiales: Tras la exposicion a las solucio-
nes de prueba, se dejo que las bacterias suspendidas en
saliva estéril humana se adhirieran a laminas de esmal-
te humano durante 60 min en un sistema preclinico de
cdmara de flujo. Se monitorizo la vitalidad de las bac-
terias de las células suspendidas y adheridas emplean-
do 2 cepas DNA fluorescentes mediante microscopio de
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epifluorescencia. Otros pardmetros que se midieron fue-
ron los recuentos celulares totales de bacterias sobre las
ldminas de esmalte y el crecimiento de los estreptococos
suspendidos.

Resultados: La sensibilidad de S mutans a la clorhexi-
dina pura o en combinacién con xilitol se contrapone a
la resistencia natural de S sanguis a la clorhexidina. La
combinacion de xilitol/clorhexidina mostré un efecto bac-
tericida estadisticamente significativo sobre las células
de S sanguis comparado con los agentes puros (xilitol
y clorhexidina). La densidad celular bacteriana sobre
el esmalte y la reproduccion bacteriana sobre placas de
agar se vieron afectadas de forma similar por la com-
binacion de xilitol/clorhexidina o las sustancias puras.
Conclusion: El efecto bactericida sinérgico descubierto
del xilitol combinado con la clorhexidina permitird el uso
potencial de xilitol para mejorar nuevas composiciones
de los colutorios de prevencion de caries.

(Quintessenz Int. 2008;39(1):17-22)

El xilitol es un sustituto natural del aziicar no cariogénico
que no puede ser metabolizado por las bacterias orales
aunque sea administrado durante afios'. Este polialcohol
posee distintas propiedades favorables para la preven-
cién de la caries. Su accién inhibidora del crecimien-
to de Streptoccoccus mutans en la saliva y en la placa
parece basarse en el establecimiento de un ciclo estéril
de consumo de energia intracelular, que rompe la cadena
energética del fosfato?. La captacién de xilitol dentro
de la célula mediante el sistema de transporte especifi-
co de la fructosa, fosfoenolpiruvato, conduce mediante
fosforilacién al xilitol-5-fosfato. El polialcoholfosfato se
convierte en xilulosefosfato, que a su vez es defosforila-
do y expulsado de la célula’®.
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Ademads de la inhibicién de la glicdlisis, el xilitol
reduce la cantidad de polisacdridos adherentes extrace-
lulares y de 4cidos lipoteicoicos, lo que conduce a la
formacion de unas biopeliculas muy débilmente unidas
a las superficies dentarias’. Otro de los elementos va-
liosos en la prevencion de la caries es la inhibicién de
fuerte descenso del pH durante la fermentacién de la
glucosa que ocurre en presencia de xilitol. Son varios
los estudios que han versado sobre los efectos clinicos
del xilitol en la reduccién de la caries. A pesar de que
la clorhexidina es el antiséptico de referencia su efi-
cacia puede verse disminuida por la presencia de bac-
terias con resistencias naturales frente a este agente,
como el Streptoccoccus sanguis®®. En la cavidad oral
coexisten varias formas celulares microbianas fisiol6-
gicamente diferentes; de este modo coexisten bacterias
de crecimiento muy activo con células latentes sin acti-
vidad metabdlical®.

Casi todos los estudios in vivo que se realizan con
xilitol emplean chicles, lo que produce una mezcla de
forma muy confusa de los efectos fisicoquimicos y me-
cénicos. Por ello, el propdsito de este estudio fue inves-
tigar los efectos puramente fisicoquimicos de colutorios
de xilitol sobre la viabilidad de S sanguis, como uno de
los primeros colonizadores cariogénicos representativo
de los dientes humanos, y de S mutans, el microorga-
nismo principalmente responsable de la caries humana,
respecto a su viabilidad y adhesién a ldminas de esmalte
humano dentro de un sistema preclinico de cdmara de
flujo. Se trataba de comparar el impacto de una solucién
de xilitol/clorhexidina sobre la viabilidad de los estrep-
tococos con el de un colutorio puro de xilitol con la clo-
rhexidina como control positivo.

Método y materiales

Se investigaron mediante el sistema de camara de flujo,
descrito con detalle en un reciente estudio'' (fig. 1), los

efectos de los colutorios de prueba de xilitol (ZIL, 4%) y
ZIL (4%) con clorhexidina (CHX, 0,1%) en comparacién
con los del colutorio control positivo de CHX (0,1%) y
los del control negativo, suero salino fisiol6gico (Nac.)
sobre células S sanguis y S mutans suspendidas en un
medio liquido (N.° 260068 y N.° 20523, Coleccién Ale-
mana de Microorganismo y Cultivos Celulares) y su ad-
hesion.

De forma breve, la cdmara de flujo albergaba el sus-
trato de adhesién montado en paralelo, esmalte humano,
y la suspensién ambiental consistente en saliva humana
estéril y estreptococos. La tasa de flujo de la suspension
en la cdmara de flujo fue de 0,8 ml/min, simulando un
flujo salivar medio. La saliva humana estéril fue obtenida
de un voluntario sano mediante estimulacién con parafi-
na seguida de centrifugacién (25, 524 g durante 30 min
a 3 °C; Biofuge 22 R, Heraeus Kulzer) y filtracién de la
saliva con 2 filtros de bajo enlace a proteinas (0,45 um y
0,22 wm; Milipore).

Se cultivaron los estreptococos en medio de Schaedler
(Becton Dickinson) durante 18 h a 37 °C, se lavaron con
NaCl, y se expusieron a los colutorios de prueba durante
dos minutos. Después, las bacterias lavadas se suspen-
dieron en saliva humana estéril y se colocaron en una
camara de flujo para que se adhirieran a esmalte duran-
te 60 min bajo las condiciones de células en reposo. La
viabilidad de los microbios indicada por el porcentaje de
estreptococos vitales adheridos (%EV,), y los recuentos
celulares bacterianos totales adheridos al sustrato (RB,)
se valoraron mediante microscopio de fluorescencia em-
pleando Syto 9 (Invitrogen-Molecular Probes) e ioduro
de propidium para diferenciar las células verdes vitales
de las rojas muertas!?. La viabilidad del cultivo se deter-
mind por siembra espiral y cultivo de los estreptococos
suspendidos (unidades formadores de colonia) durante
48 ha37°C.

Se realizaron diez series de cada modelo quimio-
terapéutico. Los valores de UFC y de RB, se trans-

Tratamiento de S sanguinis
0 S mutans con los colutorios
de prueba durante 2 min (NaCl,
Xyl, CHX, Xyl/CHX)

Suspensién de S sanguinis 0 S
mutans en saliva humana tratados
en la camara de flujo, expuestos a

esmalte humano durante 60 min

Andlisis mediante fluorescencia
de los estreptococos unidos
al esmalte (%EV,, RB,)

UFC/ml de suspension

de estreptococos salivares

Figura 1. Esquema del disefio del estudio.
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Figura 2a. Porcentaje de células vitales S sanguis unidas
a esmalte (%EV,) tras el tratamiento de suspension en
medio clinico con los 4 colutorios de prueba, mostrados
en el grafico como cuadrados con percentiles de 25%,
50%, y 75%, y con las lineas de medias.

formaron en logaritmos de base decimal. La distri-
bucién de los datos de cada variable cuantitativa se
valoré mediante un diagrama normal de probabilida-
des. En €l se vio que los datos no presentaban una dis-
tribucién normal. Por ello, para comprobar si habia
diferencias estadisticamente significativas entre los
grupos, se empled la prueba no paramétrica H de
Kruskal-Wallis con el fin de comparar las distribucio-
nes correspondientes. Como de costumbre, el nivel de
significacion se establecié a 0,05. Para evitar una tasa
de error global tipo I debida a miltiples comparacio-
nes, el nivel de significacién se modificé dividiendo
0,05 por el nimero de comparaciones realizadas (co-
rreccion de Bonferroni).

Resultados

El xilitol parece favorecer la vitalidad microbiana de S
sanguis adherido a esmalte (aproximadamente un 79%)
comparado con el control negativo (aproximadamente
un 70%) (fig. 2a). S mutans fue sensible a la CHX pura
(%EV, sobre el esmalte, aproximadamente 0%) (fig. 2b),
mientras que S sanguis revel6 una mayor resistencia a la
CHX (%EV, sobre el esmalte, 14%) (ver fig. 2a). Com-
parada con la CHX pura, la combinacién de Xyl/CHX
mostré un efecto bactericida estadisticamente significa-
tivo sobre las células de S sanguis unidas al esmalte, con
valores cercanos al cero (2,5%).

Respecto a la densidad bacteriana de los estreptococos
unidos al esmalte tras la exposicién microbiana a los tres

Figura 2b. Porcentaje de células S mutans unidas al es-
malte (%EV,) tras el tratamiento de suspension en medio
liquido con los 4 colutorios de prueba, mostrados en el
grafico como cuadrados con percentiles de 25%, 50%, y
75%, y con las lineas de medias.

colutorios de prueba (Xyl, CHX y Xyl/CHX), los valo-
res logaritmicos de los recuentos celulares bacterianos
totales se redujeron moderadamente a un nivel similar al
del control negativo (figs. 3a y 3b).

Las unidades formadoras de colonia por mililitro, sus-
pendidas en medio clinico, de los estreptococos tratados
con NaCl y xilitol fueron del mismo orden de magni-
tud (log UFC aproximadamente 8,0) (figs. 4a y 4b). El
crecimiento de S sanguis fue reducido por la CHX a
0,8 unidades de log,, (fig. 4a). El efecto antibacteriano
significativo més elevado se observé después de la ex-
posiciéon a CHX, disminuyendo los valores del log,, de
UFC/ml de las células de S mutans de forma significa-
tiva en aproximadamente 2,5 unidades log (fig. 4b). La
inhibicién del crecimiento de S sanguis y S mutans tras
el contacto con el colutorio de Xyl/CHX tiende a ser
menor que tras el contacto con CHX pura, aunque la di-
ferencia no es significativa.

Discusion

El presente estudio se centrd en el efecto fisicoquimico
puro de un colutorio acuoso de xilitol formulado como
solucién pura o en combinacién con CHX sobre los es-
treptococos cariogénicos, excluyendo las interacciones
mecdnicas. La mayoria de los estudios dentales/médi-
cos y nutricionales sobre el xilitol se han realizado con
chicles de goma, basdndose en el hecho de que més del
96% del consumo de xilitol se hace en forma de chicles
de goma'®.
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Figura 3a. Valores logaritmicos del total de células bac-
terianas de S sanguis unidas al esmalte (log RB,) tras el
tratamiento de suspension en medio liquido con los 4 co-
lutorios de prueba, mostrados en el grafico como cua-
drados con percentiles de 25%, 50%, y 75%, y con las
lineas de medias.

Figura 3b. Valores logaritmicos del total de células bac-
terianas de S mutans unidas al esmalte (log RB,) tras el
tratamiento de suspension en medio liquido con los 4 co-
lutorios de prueba, mostrados en el grafico como cua-
drados con percentiles de 25%, 50%, y 75%, y con las
lineas de medias.
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Figura 4a. Valores logaritmicos de UFC/ml de células S
sanguis suspendidas después del tratamiento con los
4 colutorios de prueba, mostrados en el grafico como
cuadrados con percentiles de 25%, 50%, y 75%, y con
las lineas de medias.

La resistencia natural de algunos microorganismos
cariogénicos orales, como S sanguis®, a la clorhexidi-
na antiséptica estandar puede dificultar la eficacia de la
clorhexidina como el agente bactericida antiplaca dental
mas usado.

En el presente estudio, la combinacién de xilitol
con clorhexidina mostré un efecto bactericida estadis-
ticamente significativo sobre las células de S sanguis
resistentes a la clorhexidina. Esto significa que esta
composicion convertia a las bacterias metabdlicamente
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Figura 4b. Valores logaritmicos de UFC/ml de células S
mutans suspendidas después del tratamiento con los
4 colutorios de prueba, mostrados en el grafico como
cuadrados con percentiles de 25%, 50%, y 75%, y con
las lineas de medias.

activas en células no vitales. Dentro del escenario ex-
perimental del presente estudio, el xilitol administrado
como compuesto puro no dificulté el crecimiento de
ambos estreptococos, como se demuestra por la forma-
cién de unidades formadoras de colonias. Estas obser-
vaciones concuerdan con los resultados de Tuompo et
al'*, que revelaron que las bacterias incubadas con xi-
litol mostraban alteraciones ultraestructurales mas no-
tables a nivel celular, como células degradadas, auto-
lisis, vacuolas intracelulares, y formaciones lameladas
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en la membrana citoplasmadtica, pero inesperadamen-
te estas células podian cultivarse como los controles
no tratados. Estos hallazgos confirman la idea de no
sobreestimar el pardmetro de unidades formadoras de
colonias como unico pardmetro para evaluar la efica-
cia de los antimicrobianos sobre los microorganismos
orales.

Hay que tener en cuenta que los estadios celulares fi-
siologicos de las bacterias en la cavidad oral son versa-
tiles. Aparte de células en crecimiento activo sensibles
a los agentes bactericidas, pueden estar presentes otros
estadios celulares fisioldgicos, como las formas celula-
res latentes anabidticas, sobre todo en las biopeliculas
orales que no pueden eliminarse mediante los inhibido-
res de crecimiento'®. El efecto bactericida superior de
la combinacion de xilitol/clorhexidina comparado con la
clorhexidina pura encontrado en este estudio afecta de
forma beneficiosa al estado fisioldgico del primer co-
lonizador S sanguis promoviendo la reduccién de su
actividad metabodlica. Por lo tanto, los agentes anti-
sépticos contribuyen a gobernar las biopeliculas orales
conduciendo a prevencién de la caries. La mayor parte
de los estudios que han tratado sobre la interaccion del
xilitol con la clorhexidina han concluido que el xilitol
no muestra ninguna mejoria adicional sobre el efecto
bactericida de la clorhexidina cuando se combina con
ella sino que mds bien su comportamiento en la combi-
nacién empleada es inerte!'>!°. Esto ha sido confirmado
por las pruebas clinicas y el crecimiento bacteriano de
las unidades formadoras de colonias. S6lo se ha infor-
mado de una interaccién sinérgica en la combinacion
de clorhexidina y xilitol en presencia de fldor!’. Los
datos actualmente disponibles revelaron que multiples
exposiciones de suspensiones de S mutans a clorhexi-
dina seguidas de exposiciones secundarias a xilitol
exhibfan una inhibicién transitoria de crecimiento en
24 h y una disminucién significativa de la capacidad
de los estreptococos mutans de formar biopeliculas'®.
Desde el punto de vista clinico, la eficacia del xilitol,
polialcohol sustituto del azidcar, como agente preven-
tivo de la caries ha sido demostrada en varios estudios,
reduciendo la cantidad de 4cido l4ctico, potenciando la
remineralizacién'?, aumentando el pH salivar por tran-
saminacion, e induciendo colonias aisladas de mutans
resistentes al xilitol, menos capaces de producir ca-
ries!®2!,

Conclusion

Los resultados del presente estudio mostraron un efec-
to antiséptico estadisticamente significativo del xilitol

combinado con la clorhexidina sobre los estreptococos
estudiados. Son necesarios mds estudios para investigar
estas interacciones sobre las biopeliculas dentales com-
plejas. Potencialmente, esta nueva propiedad de la com-
binacion estudiada podria contribuir a establecer medi-
das anticaries sobre formas celulares activas y latentes
de los microorganismos orales. Estos resultados y las
caracteristicas terapéuticas favorables documentadas en
otros estudios respaldan la idea de incluir al tnico car-
bohidrato natural anticariogénico en las nuevas estrate-
gias de prevencion de la caries empleando clorhexidina
y/o otros compuestos activos en los pacientes de alto
riesgo de caries o para la inhibicién de la transmisién de
S mutans de la madre al nifio.
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