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RESUMEN ABSTRACT

Introduccion: La medicacion intracanal con antibioticos Introduction: Intracanal medication with antibiotics is

se utiliza para asegurar el éxito de los tratamientos. Sin
embargo, no se han reportado estudios que evaluen la efi-
cacia de la pasta triantibiotica después de varias horas de
preparacion.

Objetivo: Evaluar la actividad antimicrobiana de la pas-
ta triantibiotica frente al Enterococcus faecalis, segun el
tiempo de aplicacion y de almacenamiento de los compo-
nentes utilizados para su preparacion.

Métodos: Estudio experimental in vitro, realizado en el la-
boratorio de microbiologia de la Universidad Nacional Ma-
yor de San Marcos. La muestra consistio en tres colonias
de Enterococcus faecalis, formadas en agar bilis-esculina.
En tres dias especificos (0, 14 y 28) se evaluo la actividad
antimicrobiana de la pasta convencional (ciprofloxacina/
metronidazol/minociclina) y modificada (cefaclor/metroni-
dazol/minociclina), midiendo las zonas de inhibicion (mm).
Los componentes recién obtenidos se utilizaron para pre-
parar la pasta el dia 0, y los componentes almacenados
(antibioticos pulverizados conservados en frascos de vidrio
color ambar a temperatura ambiente) se utilizaron los dias
14 y 28. Se realizaron dos intervenciones en cada dia es-
pecifico (manana y tarde). Las pastas recien preparadas se
utilizaron por la manana (aplicacion inmediata), mientras
que por la tarde se utilizaron las pastas almacenadas du-
rante 6 horas (aplicacion tardia).

Resultados: El dia 0, se encontrd que la pasta triantibioti-
ca modificada de aplicacion inmediata presento una acti-
vidad antimicrobiana superior a la de aplicacion tardia (p
= 0,046). El dia 28, la pasta triantibiotica convencional de
aplicacion inmediata presento una actividad antimicrobia-
na superior a la de aplicacion tardia (p = 0,049). La pasta
preparada con componentes recién obtenidos (dia 0) tuvo
una mayor actividad antimicrobiana que la pasta prepara-
da con componentes almacenados durante 14 y 28 dias.
Conclusiones: El tiempo de aplicacion de la pasta trian-
tibiotica y los tiempos de almacenamiento de los compo-
nentes podrian influir en la actividad antimicrobiana para
la erradicacion de Enterococcus faecalis.

Palabras clave: pasta triantibiotica; actividad antimicro-
biana; Enterococcus faecalis.

used to ensure the success of treatments. However, no
studies evaluating the efficacy of triantibiotic paste after
several hours of preparation have been reported.
Objective: To evaluate the antimicrobial activity of the
triantibiotic paste against Enterococcus faecalis, according
to the time of application and storage of the components
used for its preparation.

Methods: An experimental in vitro study was carried out
in the microbiology laboratory of Universidad Nacional
Mayor de San Marcos. The sample consisted of three colo-
nies of Enterococcus faecalis, formed in bile-esculin agar.
On three specific days (0, 14 and 28), the antimicrobial
activity of the conventional (ciprofloxacin/metronidazole/
minocycline) and modified (cefaclor/metronidazole/mino-
cycline) paste was evaluated, measuring (mm) the inhibi-
tion zones. The freshly obtained components were used to
prepare the paste on day 0, and the stored components
(powdered antibiotics kept in amber glass bottles at room
temperature) were used on days 14 and 28. Two inter-
ventions were performed on each specific day (morning
and afternoon). Freshly prepared pastes were used in the
morning (immediate application), while pastes stored for
6 hours (delayed application) were used in the afternoon.
Results: On day 0, it was found that the modified trianti-
biotic paste of immediate application had higher antimi-
crobial activity than the one of delayed application (p =
0.046). On day 28, the conventional triantibiotic paste for
immediate application showed higher antimicrobial acti-
vity than that for delayed application (p = 0.049). Pasta
prepared with fresh components (day 0) had higher anti-
microbial activity than pasta prepared with components
stored for 14 and 28 days.

Conclusions: The application time of the triantibiotic pas-
te and the storage times of the components could influen-
ce the antimicrobial activity for the eradication of Entero-
coccus faecalis.

Key words: triantibiotic paste; antimicrobial activity; En-
terococcus faecalis.
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INTRODUCCION

Los fracasos en el tratamiento de endodoncia se deben a diferentes factores como la persistencia de bac-
terias, conductos radiculares con deficiente limpieza, sellados inadecuados (subobturacion o sobreobturacion)
y conductos radiculares no tratados. Sin embargo, la principal razon del fracaso es la persistencia de algunas
especies bacterianas en los conductos radiculares como el Enterococcus faecalis. Esta bacteria se ha relacio-
nado frecuentemente con los fracasos endodonticos, debido a que resiste el aumento de pH producido por
el hidroxido de calcio (medicamento intraconducto mas utilizado en endodoncia)."234 Adicionalmente, el E.
faecalis puede formar su propio biofilm en la dentina del conducto y disolver la fraccion mineral de la dentina,
siendo estas caracteristicas las responsables de su persistencia en las piezas dentarias tratados endodontica-
mente, *-6.7:8.9)

La pasta triantibiotica ha demostrado ser eficaz contra el Enterococcus faecalis, y actua como medicamen-
to intraconducto de las piezas dentarias (permanentes y deciduas) no vitales con infeccion persistente.(%1.12
Se han obtenido resultados superiores en la eliminacion de patogenos endodonticos en estudios in vitro e in
situ evidenciados clinica y radiograficamente, siendo superior al hidroxido de calcio (el material intracanal
mas utilizado) en términos de desinfeccion del conducto radicular e infecciones persistentes. En odontologia
pediatrica, la pasta triantibiotica puede ser un material alternativo a la extraccion dental, ya que permite un
tratamiento pulpar no instrumentado. Esto conlleva una reduccion de las extracciones prematuras en piezas
deciduas. Ademas, como se ha mencionado anteriormente, debido a su efecto potencial contra el E. faecalis,
la pasta puede utilizarse para infecciones endodonticas persistentes, como las lesiones periapicales.%":12)

La pasta triantibiotica esta conformada por tres antibioticos: ciprofloxacino, metronidazol y minociclina. La
pasta triantibiotica modificada con cefaclor se ha utilizado debido a la pigmentacion producida por la minoci-
clina en los dientes. 121415

Segun la Farmacopea Europea,® los preparados extemporaneos son preparaciones farmacéuticas elabora-
das individualmente para un paciente o grupo de pacientes especificos y suministradas despues de la prepa-
racion. Por lo tanto, la pasta triantibiotica puede considerarse un preparado extemporaneo debido a la mani-
pulacion y combinacion de los farmacos para su preparacion.

Actualmente, los farmacos triturados y almacenados en contenedores se comercializan para su uso; ade-
mas algunos odontologos luego de preparar y utilizar la pasta triantibiotica, conservan la pasta sobrante para
utilizarla posteriormente.

Falconer” menciona que para los productos extemporaneos topicos la fecha de caducidad a corto plazo
es de 28 dias. Ademas, Nagel y otros® indicaron que las formulaciones extemporaneas topicas semisolidas
pueden conservarse hasta por tres meses, si son dispensadas en recipientes de vidrio ambar y conservadas a
temperatura ambiente.

A nuestro conocimiento, no se han reportado estudios que evaluen la eficacia de la aplicacion de la pasta
triantibiotica después de varias horas de preparada. Por este motivo, el objetivo del presente estudio fue eva-
luar la actividad antimicrobiana de la pasta triantibiotica frente al E. faecalis, segun el momento de aplicacion
y el tiempo de conservacion de los insumos utilizados para su preparacion.

METODOS

Estudio experimental in vitro realizado en el Laboratorio de Microbiologia de la Universidad Nacional Ma-
yor de San Marcos (UNMSM). La muestra estuvo conformada por tres colonias de cepas bacterianas del grupo
Enterococcus faecalis ATCC® 29212 formadas en el agar bilis esculina, seleccionadas por conveniencia.

Se considero como criterios de inclusion a las bacterias anaerobias facultativas pertenecientes al grupo del
Enterococcus faecalis y como criterios de exclusion a las bacterias oportunistas.

Procesamiento de bacterias

Las bacterias fueron adquiridas del laboratorio Gen Lab SAC y se conservo en su envase original Kwik-Stik
de 2 a 8 °C hasta su reactivacion. Posteriormente, en condiciones de anaerobiosis, las bacterias se sembraron
en una placa de agar bilis esculina (placa inicial), donde se espero 24 horas el desarrollo de la cepa.

Tras la reactivacion, se extrajeron tres colonias bacterianas de la placa inicial con un asa de inoculacion y
se inocularon en un tubo de ensayo con suero fisiologico. A continuacion se evaluo la turbidez cada 5 minutos
hasta que el medio presento una turbidez de 0,5 segun McFarland (observada a los 15 minutos).

Para la siembra, se extrajeron 100 uL de la solucion anterior y se depositaron en una placa de agar bilis es-
culina; repitiendo el proceso a los 14 y 28 dias. La diseminacion se realizo con un asa Digralsky. Esta secuencia
se realizo seis veces en cada dia de estudio.
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Preparacion de la pasta tri-antibidtica

Primero, a las tabletas de metronidazol (Metroflaxyl®, Laboratorio Sherfarma, Peru), ciprofloxacino (Ci-
profloxacino®, Laboratorio Portugal, Peru) y minociclina (Acnebiot®, Laboratorio Igfarma, Peru) se les retiro
sus cubiertas y luego se trituraron en morteros esteriles. Debido a su presentacion, las capsulas de cefaclor
(cefaclor®, Laboratorio Igfarma, Peru), no se necesito retirarles las cubiertas ni fueron trituradas. Segundo,
se depositaron en cuatro contenedores estériles de vidrio de color ambar y fueron rotulados con el nombre
de cada farmaco (insumos). Se utilizaron como vehiculos el propilenglicol y el macrogol (polietilenglicol 400 y
polietilenglicol 4000 mezclados en proporcion 1:1).

La pasta medicada se prepard en 2 formulaciones: pasta triantibiotica convencional (pasta A: ciprofloxa-
cina, metronidazol y minociclina) y pasta triantibiotica modificada (pasta B: cefaclor, metronidazol y minoci-
clina). Se utilizo 1 mg de cada uno de los antibioticos en polvo en una proporcion de 1:1:1 y se mezclo con los
vehiculos de propilenglicol y macrogol en una proporcion de 1:1, formando una preparacion pastosa de 1 mg/
mL de polvo/liquido. Esto se hizo utilizando una balanza calibrada con precision de 0,001g (Ohaus®).% 20

Interaccion de las pastas medicadas y el Enterococcus faecalis

En la investigacion, las evaluaciones se realizaron en tres dias especificos: dia 0, dia 14 y dia 28. El dia
0, para la preparacion de las pastas, se utilizaron componentes nuevos, recién obtenidos de comprimidos o
capsulas. En los dias 14 y 28 se utilizaron componentes conservados durante 14 y 28 dias respectivamente. Se
realizaron dos intervenciones en cada dia especifico (manana y tarde), utilizando tres placas para cada inter-
vencion. Por lo tanto, se utilizaron seis placas para cada dia especifico.

El experimento se repitio los dias 0, 14 y 28. Finalmente, se utilizaron 18 placas para toda la investigacion.

Al principio de cada dia de estudio, se prepararon dos porciones de pasta A y dos de pasta B. En la inter-
vencion de la manana, se utilizo una porcion de pasta A y otra de pasta B (pastas de aplicacion inmediata). Las
porciones de pasta no utilizadas se envolvieron en papel pergamino y se depositaron en recipientes hermeéticos
de vidrio ambar, almacenandose durante 6 horas a temperatura ambiente, para ser utilizadas posteriormente
en la intervencion de la tarde (pasta de aplicacion tardia).

Se hicieron tres pozos en cada placa (el espacio entre pozos era de 15 mm) para la colocacion de la pasta
A, la pasta B y la solucion salina fisiologica, respectivamente. Por lo tanto, en cada intervencion se hicieron
tres pozos para aplicar la pasta A, tres para la pasta B y tres para la solucion salina fisiologica. Para cada in-
tervencion se utilizo una porcion de pasta A y una porcion de pasta B, cada una de estas porciones se dividio
en tres subporciones iguales mediante una balanza electronica.

Las tres subporciones de pasta A se distribuyeron en sus tres pozos correspondientes, similar accion se
realizo con las subporciones de pasta B, mientras que 20 pL de solucion salina fisiologica se depositaron en los
pozos de control negativo. Finalmente, las placas fueron transportadas a la estufa a 37°C durante 1 dia. Poste-
riormente, se determino la actividad antimicrobiana de las pastas evaluadas mediante la medicion de los halos
de inhibicion con un vernier calibrado (Tactix®, precision de + 0.02 mm/0.001) como se observa en la figura 1.

Fig.1 - Measurement of inhibition halos with a calibrated digital vernier.

Analisis estadistico

Para el procesamiento de datos se utilizo el paquete estadistico Stata version 16.0. Para el analisis descrip-
tivo, las variables categoricas se expresaron como frecuencias absolutas y relativas; y variables numericas,
como la media y la desviacion estandar.

Para la comparacion entre los grupos se utilizo la prueba de Kruskal Wallis y su prueba post hoc de com-
paraciones multiples (Kwallis) en las que se penalizo el valor de p. Para la comparacion entre dos grupos de
estudio se utilizo la prueba t de Student para muestras independientes.
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RESULTADOS

Se evaluo un total de 54 pozos, de los cuales 18 pozos de suero fisiologico no fueron incluidos en el analisis
debido a que no se observo ningun halo de inhibicion. Por cada intervencion se midieron los halos de inhibicion
de seis pozos: tres correspondientes a la pasta A y tres a la pasta B. Luego se obtuvo el promedio de las tres
mediciones corrrespondientes a cada pozo.

En los dias 0 y 14 no hubo diferencia significativa entre la actividad antimicrobiana de la pasta triantibiotica
convencional de aplicacion inmediata y la de aplicacion tardia. Sin embargo, en el dia 28 la actividad antimi-
crobiana de la pasta triantibiotica convencional de aplicacion inmediata fue significativamente mayor que la
de aplicacion tardia (Tabla 1).

Table 1 - Evaluation of the antimicrobial activity of conventional triantibiotic paste

Medicién de pasta triantibidtica convencional (mm)

X DE F

Dia 0 Inmediata 36,93 0,658 0,658
Tardia 36,77 0,21

Diz 14 Inmedizta 33,00 0487 0487
Tardiz 33,17 1,04

Dia 22 Inmedizta 3483 0,049 0,049
Tardiz 33,87 0,42

Prueba estadistica de Kruskal - Wallis (p < 0,05).
X: media.

DE: Desviacion Estandar.

El dia O la actividad antimicrobiana de la pasta triantibiotica modificada de aplicacion inmediata fue sig-
nificativamente mayor a la de aplicacion tardia. En los dias 14 y 28, no hubo diferencia significativa entre la
actividad antimicrobiana de la pasta triantibiotica modificada de aplicacion inmediata y la de aplicacion tardia
(tabla 2).

Table 2 - Evaluation of the antimicrobial activity of the modified triantibiotic paste

Medicidn de la pasta triantibidtica modificada (mm)

X DE P

Dia Inmediata 3723 0,046 0,046
Tardiz 34,67 127

Dia 14 Inmedizta 33,67 0246 0246
Tardia 32,83 1,04

Dia 28 Inmediata 33,60 1,000 1,000
Tardia 33,60 0,95

Kruskall - Wallis statistical test
(p < 0,05); X: media
SD: Standard Deviation
Cl: Confidence Intervals

En la aplicacion inmediata (tabla 3), la pasta triantibiotica convencional durante el dia O tuvo un halo de
inhibicion significativamente mayor que durante los dias 14 y 28. En la aplicacion tardia (tabla 4), durante el
dia 0, la pasta triantibiotica convencional tuvo un halo de inhibicion significativamente de mayor zona de inhi-
bicion que la pasta triantibiotica modificada. En la prueba de comparaciones multiples se encontro que, en el
grupo de pasta convencional de aplicacion inmediata, hubo una diferencia estadisticamente significativa entre
el diaOy 14 (p = 0.003).
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Table 3 - Comparison of the antimicrobial activity of immediately prepared triantibiotic paste according to the time of

application
Inmediata
Convencional Modificada i
(mm) (mm)
DE X DE
Diz 0 36,03 0.90 37,23 042 0,827
Diz 14 33,00 0,00 33,67 0,58 0,114
Diz 28 3483 042 33,60 0,08 0,184

F:—k

0,024

0,063

Prueba estadistica de Kruskall - Wallis (p < 0,05).
X: media; DE: Desviacion Estandar.
(*) Comparacion intragrupo segun el tiempo de las pastas antibioticas.
(**) Comparacion entre grupos segun tipo de pasta antibiotica.

Table 4 - Comparison of the antimicrobial activity of triantibiotic paste preserved for hours according to the time of

application
Convencional Modificada p**
(mm) (mm)
X sD X sD
Dia 0 36,77 021 34,67 127 0,046
Dia 14 3517 1,04 32.83 1.04 0822
Dia 28 33.87 0.42 33,60 0,95 0,513
r* 0,055 0,146

DISCUSION

El presente estudio tuvo como objetivo evaluar la actividad antimicrobiana de dos pastas triantibioticas
(convencional y modificada) contra E. faecalis, segun el momento de aplicacion y el tiempo de conservacion
de los componentes utilizados para su preparacion.

Este estudio encontro que en el dia 0, la pasta triantibiotica modificada aplicada inmediatamente tenia
una actividad antimicrobiana potencialmente mas alta que la pasta aplicada mas tarde. Para el dia 28 la pasta
triantibiotica convencional de aplicacion inmediata tenia una actividad antimicrobiana potencialmente mayor
que la pasta de aplicacion tardia. Ademas, la pasta preparada con componentes recién obtenidos (dia 0) tuvo
mayor actividad antimicrobiana que la pasta preparada con componentes almacenados durante 14 y 28 dias.

En los dias 0 y 14 se encontro que la pasta triantibiotica convencional de aplicacion inmediata presento
una actividad antimicrobiana similar a la de una aplicacion tardia. En cambio, el dia 28 la pasta triantibiotica
convencional de aplicacion inmediata presento una actividad antimicrobiana superior a la de aplicacion tardia
(p = 0,049). En el presente estudio las diferencias encontradas en la actividad antimicrobiana fueron minimas
con un valor de significancia marginal (p = 0,049), lo que llevaria a cambios en estos resultados en un ambito
clinico. No obstante, estos resultados sugieren que la pasta de triantibioticos convencional preparada y alma-
cenada durante 6 horas puede tener una actividad antimicrobiana mas baja en comparacion con la pasta de
triantibioticos convencional preparada y utilizada inmediatamente. Estos resultados difieren de los informados
por Sain y otros,?9 quienes mencionan que la pasta triantibiotica convencional preparada y sin usar puede al-
macenarse hasta 24 horas después de su preparacion, o que si la mezcla se torna translucida al almacenarla
debe desecharse.

Ademas en el dia Ose encontro que la pasta triantibiotica modificada de aplicacion inmediata presento una
actividad antimicrobiana superior a la de aplicacion tardia (p = 0,046). Por otra parte, en los dias 14 y 28 se
encontro que la pasta triantibiotica modificada de aplicacion inmediata presento una actividad antimicrobiana
similar a la de aplicacion tardia. A nuestro conocimiento no existen estudios previos que hayan evaluado el
efecto antimicrobiano de la pasta triantibiotica modificada con cefaclor segun el momento de aplicacion (in-
mediata o tardia).

Bravo(21) reporto que las soluciones de la combinacion triantibiotica convencional y modificada con cefa-
clor tuvieron una concentracion bactericida minima (CBM) de 25 pg/mL para erradicar al E. faecalis en tubos
de caldo soja tripticaseina (TSB). Asi mismo, Dewi y otros"™ encontraron que la pasta triantibiotica conven-
cional requirio una CBM de 10 mg/mL y la pasta triantibiotica modificada con amoxicilina requirio una CBM de
20 mg/mL para erradicar al E. faecalis de los tubulos dentinarios. Esto resalta la importancia de evaluar a las
pastas triantibioticas y reconocer que la variabilidad de los farmacos empleados para su preparacion influye
en la concentracion necesaria para erradicar al E. faecalis. Ademas, ambos estudios refieren que es necesario
realizar investigaciones que evaluen la estabilidad de la pasta triantibiotica a traves del tiempo, debido a que
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los profesionales de la salud en odontologia la emplean de forma muy variable y sin evidencia cientifica que
lo respalde.

Sobre la vida util de los componentes y aplicacion inmediata o diferida de pasta triantibiotica convencio-
nal y modificada, en el presente estudio se encontro que la pasta preparada con componentes nuevos recién
obtenidos (dia 0) tuvo mayor actividad antimicrobiana que la pasta preparada con componentes almacenados.
durante 14 y 28 dias. La manipulacion y conservacion de los farmacos utilizados en la elaboracion de las pastas
(componentes) pudo haber comprometido su estabilidad fisicoquimica y microbiologica. Esto podria explicar la
menor actividad antimicrobiana (evaluada por zonas de inhibicion) de las pastas preparadas con componentes
almacenados por 14y 28 dias, en comparacion con las pastas preparadas con insumos nuevos recién obtenidos.

En cuanto al tiempo de conservacion de los componentes utilizados en la elaboracion de la pasta trianti-
biotica convencional, Dasari y otros"® mencionan que pueden conservarse por un periodo maximo de 30 dias.
Sin embargo, no reporta informacion sobre estudios que respalden esta afirmacion con respecto a la actividad
antimicrobiana de la pasta. Hasta donde sabemos, no existen estudios similares que comparen la actividad
antimicrobiana de la pasta triantibiotica segun el tiempo de conservacion de los componentes utilizados para
su preparacion.

Los criterios a considerar para determinar la fecha de caducidad de un medicamento dependen del tipo
de almacenamiento, la modificacion estructural del principio activo y los factores microbiologicos (cantidad
de particulas viables que pueda contener el farmaco). Ademas, cuando se abre el empaque y el medicamen-
to es manipulado, la fecha de caducidad deja de respaldar la calidad del producto debido a los factores que
podrian modificar su estabilidad como: factores quimicos (oxidacion, reduccion, hidrolisis), fisicos (fotolisis y
aglomeracion) y microbiologicos (alteracion de la esterilidad).?? 23

Algunos estudios, como el de Makeen y otros(24)realizaron pruebas de estabilidad de la pomada de salici-
lato de metilo para determinar su vida util. Ellos encontraron que la formulacion dermatologica del unguento
de salicilato de metilo mantiene el 90 % de sus propiedades al conservarse durante 176 dias en el refrigerador
(2°C - 8°C) y 131 dias a temperatura ambiente (25°C + 5°C). Por lo tanto, esta pomada es estable a tempera-
turas frias, pero muestra una degradacion rapida en condiciones de temperatura alta. Esto resalta la impor-
tancia del conocimiento de las condiciones ambientales de los productos empleados para su aplicacion clinica
por los profesionales de la salud.

Un aspecto importante de la calidad de los preparados extemporaneos utilizados en el campo médico es la
evaluacion de su estabilidad con el paso del tiempo. Los preparados extemporaneos no se someten a estudios
exhaustivos para evaluar su estabilidad, como si sucede con los productos de las industrias alimentarias.?* Por
lo tanto, el presente estudio es una aproximacion para evaluar la estabilidad de los insumos empleados para
la preparacion de las pastas triantibioticas y la estabilidad de las pastas triantibioticas ya preparadas, las que
son frecuentemente utilizadas en infecciones pulpares y periapicales en pacientes pediatricos.

El presente estudio presenta algunas limitaciones en cuanto al diseno, ya que al ser un estudio in vitro,
no considera la complejidad del biofilm oral, que genera condiciones orales particulares en los pacientes. Sin
embargo, este estudio es una exploracion inicial del efecto antimicrobiano de la pasta triantibiotica sobre el
E. faecalis, que luego podra contrastarse con algunos estudios clinicos.

CONCLUSIONES

En el presente estudio, se encontro que tanto el momento de aplicacion de la pasta triantibiotica, como
los tiempos de conservacion de los insumos, podrian influir en la actividad antimicrobiana para la erradicacion
del E.terococcus faecalsis.
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