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RESUMEN

Introduccion: Se ha demostrado que los microorganismos son los principales
responsables de las enfermedades pulpares y perirradiculares. La bacteria Enterococcus
faecalis, encontrado mas prevalentemente en infecciones endodonticas persistentes, resiste
a medicamentos antibacterianos como hidrdxido de calcio y pastas multiconjugadas. El
aumento de los posibles casos de periodontitis apical refractarias por dicha resistencia, han
Ilevado a la busqueda de alternativas. Entre ellas se ha documentado que antibioticos de
amplio espectro solos o combinados, pudiera ser una solucion a esta problematica.
Objetivo: Mediante un estudio In vitro, evaluar la concentracion inhibitoria minima de
varios agentes antimicrobianos de amplio espectro como la amoxicilina, el metronidazol y
la ciprofloxacina, solos y en combinacion, sobre el Enterococcus faecalis (ATCC 29212).
Materiales y métodos: Se usaron presentaciones comerciales de los antibidticos y la
vancomicina como control. Se utilizaron técnicas de micro dilucién para evaluar la
actividad antimicrobiana frente a la cepa bacteriana de E. faecalis realizando analisis
estadisticos ANOVA de dos vias y comparaciones multiples de TUKEY con un nivel de
incertidumbre de 0,05. Resultados: En este estudio, la amoxicilina obtuvo el mayor
porcentaje de inhibicidn sobre E. faecalis al ser utilizado en una baja concentracion de 60
pg/ml. Hubo diferencia estadisticamente significativa con los demas antibidticos.
Conclusiones: Se demostr6 una relacion directamente proporcional entre el aumento de la
concentracion de cada antibiotico y su efecto en el porcentaje de inhibicion sobre el E.
faecalis, concluyendo el posible uso de la amoxicilina de manera independiente en el

conducto para el tratamiento de infecciones persistentes perirradiculares.
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Introduction: It has been shown that microorganisms are the main responsible for pulp
and periradicular diseases. The bacterium Enterococcus faecalis, found most prevalent in
persistent endodontic infections, is resistant to antibacterial drugs such as calcium
hydroxide and multipurpose pastes. The increase in possible cases of refractory apical
periodontitis due to said resistance has led to the search for alternatives. Among them, it
has been documented that broad-spectrum antibiotics, alone or in combination, could be a
solution to this problem. Objective: Through an in vitro study, to evaluate the minimum
inhibitory concentration of various broad spectrum antimicrobial agents such as
amoxicillin, metronidazole and ciprofloxacin, alone and in combination, on Enterococcus
faecalis (ATCC 29212). Materials and methods: Commercial presentations of antibiotics
and vancomycin were used as control. Micro-dilution techniques were used to evaluate the
antimicrobial activity against the bacterial strain of E. faecalis by performing two-way
ANOVA statistical analyzes and TUKEY multiple comparisons with an uncertainty level of
0.05. Results: In this study, amoxicillin obtained the highest percentage of inhibition over
E. faecalis when used in a low concentration of 60 g / ml. There was a statistically
significant difference with the other antibiotics. Conclusions: A directly proportional
relationship was demonstrated between the increase in the concentration of each antibiotic
and its effect on the percentage of inhibition on E. faecalis, concluding the possible use of

amoxicillin independently in the duct for the treatment of persistent infections periradicular.
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persistent endodontic infection.

1. INTRODUCCION

El objetivo mas importante del tratamiento endodontico es minimizar el nimero de
microorganismos Y los restos infecciosos en el sistema de conductos radiculares para
prevenir o tratar la periodontitis apical. Este proceso de desinfeccién quimico-mecanica o
limpieza ha sido descrito como la parte mas importante en la conformacion en endodoncia
descrita por Grossman (1) y Schilder (2). La desinfeccién quimico-mecénica se obtiene por
los materiales de irrigacion y los medicamentos intraconducto, cuando estos ultimos esté

indicado utilizarlos.

Es importante tener en cuenta las variaciones anatomicas que pueden presentar los
conductos radiculares y que ocasionan complicaciones durante el acceso, conformacion,
desinfeccion y selle tridimensional, siendo una de las principales causas del fracaso del
tratamiento (3). Existe una asociacion directa entre las anomalias del desarrollo y la pulpa y
las enfermedades perirradiculares (4), resaltando la importancia del papel que juegan las
técnicas y protocolos de irrigacion y activacion frente a la anatomia del sistema de

conductos.

El uso del hipoclorito de sodio (NaOCI) y la clorhexidina (CHX) logran el objetivo de
reducir las bacterias y eliminar la infeccién de los conductos radiculares. El hipoclorito de
sodio (NaOCl), de 0.5% a 5.25% tiene una alta actividad antimicrobiana y la capacidad de

disolver tejido organico, sin embargo, es toxico para los tejidos vitales y perirradiculares



(5). El digluconato de clorhexidina (CHX), exhibe actividad antimicrobiana de amplio
espectro y sustantividad a la dentina. No actda en la disolucion de tejido por lo que puede
ser menos irritante. Se ha indicado que aumentar su concentracion de 0,12% a 2% mejora
su eficacia. Se ha demostrado que la CHX, como el Gltimo irrigante, reduce las bacterias

adherentes cuando se ha usado inicialmente el NaOCI seguido de EDTA (6).

Se han descrito estrategias exitosas para maximizar la desinfeccion, incluyendo
irrigacion positiva/negativa y la activacion con sistemas sénicos y ultrasonicos (7,8). La
irrigacion puede realizarse a través de sistemas manuales, irrigando por presion positiva
realizada con una jeringa y una aguja endoddntica y sistemas mecanicos que incluyen los
métodos sdnicos y ultrasonicos (9), asi como sistemas modernos como la irrigacion apical
de presion negativa EndoVac, que fuerza al irrigante hacia la parte apical del conducto

proporcionandole una mejor limpieza (7).

Para los casos de infecciones persistentes y de alta contaminacion se han utilizado
diferentes medicamentos intraconducto entre citas, el que mayor uso ha reportado es el

hidroxido de calcio Ca(OH)2 (Frank A) (10).

Hoshino y Sato (11,12) han reportado el uso de una pasta antibidtica para la desinfeccion
de los conductos radiculares de los dientes deciduos, esta pasta esta compuesta por
ciprofloxacina, minociclina y metronidazol, conformando la Pasta Triple Antibiotica (TPA
siglas en inglés) que al combinarlos y aplicarlos topicamente en el conducto podria tener un
gran potencial antimicrobiano. Esta mezcla es efectiva contra los patégenos encontrados en

las capas profundas de dentina, demostrado no en una medicion en micras sino por la



eliminacion de microorganismos en la pulpa dental de dientes deciduos cariados (11). La
TPA presenta actividad bacteriostatica (minociclina) y bactericida (metronidazol y
ciprofloxacina) pero como efecto secundario los dientes sufren una pigmentacion por la
minociclina, la cual es derivada de la tetraciclina. Se pueden definir estrategias para evitar
la pigmentacion sin perder la capacidad de desinfeccion de dicha pasta, para esto es
necesario hacer una bisqueda de otro antibiético que reemplace la minociclina y mantenga
0 mejore su capacidad de desinfeccién (12). Se inicia un proceso para reemplazar la
minociclina por la amoxicilina, la cual es una de las alternativas propuestas por Hoshino

(11) y Sato (12).

Son necesarios estudios de laboratorio para evaluar el uso potencial de un medicamento
que no sea toxico, que el vehiculo para su aplicacidn no altere las propiedades de los tejidos
como por ejemplo el color, las propiedades mecanicas de la dentina y que tenga durabilidad

para cumplir su objetivo (13).

El objetivo de este estudio es evaluar la concentracion inhibitoria minima de varios
agentes antimicrobianos de amplio espectro como la amoxicilina, el metronidazol y la

ciprofloxacina, solos y en combinacién, sobre el Enterococcus faecalis (ATCC 29212).

Hipotesis nula: diferentes concentraciones de amoxicilina, metronidazol y
ciprofloxacina, solos o0 en combinacién, logran el mismo efecto en la disminucién de la

concentracion inhibitoria minima del Enterococcus faecalis.



2. MARCO TEORICO

En la enfermedad pulpar y periapical se encuentran una gran variedad de
microorganismos. Aproximadamente 100 especies son detectadas en tratamientos

endodonticos realizados, siendo la mayoria de estos bacterias Gram positivas (18).

Las bacterias que componen la flora normal de la cavidad oral, en su mayoria, estan
implicadas en la infeccion e inflamacién de la pulpa y la posterior necrosis de ésta; por lo
tanto, se denominan patdgenos primarios. Las bacterias Gram negativas son los
microorganismos mas frecuentes en la infeccion endodontica primaria y se encuentran en
casi todas las infecciones asociadas a periodontitis apical, incluso en abscesos. Entre éstas

se destacan Dialister, Treponema, Fusobacterium, Porphyromonas, Prevotella y Tanerella.

Bacterias Gram positivas pueden encontrarse también en porcentajes elevados. Entre las
mas destacadas estan Pseudoramibacter, Filifactor, Micromonas, Peptoestreptococcus,
Streptococcus, Actinomyces, Olsenella y Propionibacterium. Otros microorganismos solo
causan la enfermedad cuando las defensas del huésped estan deterioradas y se denominan

patdgenos oportunistas (18).

Las bacterias dentro de los tubulos dentinarios pueden constituir un reservorio
importante en el cual puede ocurrir infeccion o reinfeccion del conducto radicular durante
el tratamiento endoddntico, pues se ha demostrado que un diente previamente tratado tiene
nueve veces mas probabilidades de contener E. faecalis (18) (19). Por eso es importante
tener en cuenta las variaciones anatomicas que se pueden presentar en los conductos

radiculares para prevenir cuales seran las complicaciones, riesgos y fracasos. Estan



presentes los conductos laterales (derivado del conducto principal en el tercio medio),
deltas apicales (del conducto principal en el tercio apical), anastomosis entre los conductos
(uniones entre los conductos principales), conductos en C (fusion de los conductos o

presencia de un conducto distal extenso), entre otros (20).

En el conducto radicular se pueden presentar diferentes enfermedades que alteran la
vitalidad pulpar; una de las primeras y mas comun es la pulpitis, la cual es una inflamacién
provocada por estimulos nocivos (agentes bacterianos, trauma, iatrogenia, entre otros) y
puede ser reversible (revierte rapidamente después de la irritacion) o irreversible (no puede
curarse), sintomatica o asintomatica. La necrosis pulpar (muerte de la pulpa) genera una
vascularizacion inexistente y los nervios pulpares no son funcionales. Debido a una
exacerbacion de las enfermedades mencionadas, se puede generar una inflamacion en el
periodonto que cuando se localiza en los tejidos periapicales se denomina periodontitis

perirradicular o apical que a su vez se divide en sintomatica y asintomatica (20).

El objetivo de la terapia endoddntica es eliminar las bacterias del conducto radicular,
con el fin de proveer un ambiente para la reparacion y cicatrizacion tisular. Estos
microorganismos son dificiles de eliminar por su alta resistencia a los agentes
antibacterianos, siendo las bacterias Gram positivas los mas resistentes. Entre éstas se
encuentra el E. faecalis, que tiene la capacidad de adaptarse a las condiciones ambientales
mas adversas en los conductos radiculares instrumentados y medicados. Por esta razon se
hace necesario el uso de medicamentos intraconducto que permiten reducir la capacidad de

dafio de estas bacterias (20,21).
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Estudios previos han evaluado la combinacion de diferentes medicamentos para
contrarrestar las infecciones del tejido pulpar y periapical. Hoshino y col realizaron un
estudio in vitro para probar la eficacia antibacterial de medicamentos como minociclina,
metronidazol y ciprofloxacina solos y en combinacion, los cuales al aplicarlos
individualmente no mostraron una completa eliminacién de las bacterias, sin embargo,

combinados se potencializaron y mostraron mejores resultados frente al E. faecalis (11).

El metronidazol es un derivado nitroimidazdlico que exhibe un amplio espectro contra
protozoos y bacterias anaerobias. Tiene una fuerte actividad antibacteriana frente a los
cocos anaerobicos, asi como contra bacilos Gram negativos y Gram positivos. El
metronidazol permea facilmente las membranas celulares bacterianas y se une al ADN,
interrumpiendo su estructura helicoidal lo cual conduce a la muerte celular (inhibe la

sintesis de acidos nucleicos) (22).

La minociclina es una tetraciclina con amplio espectro contra microorganismos Gram
positivos y Gram negativos, contra espiroquetas y bacterias anaerobias y facultativas (que
pueden vivir en ambiente con oxigeno y sin oxigeno). Las tetraciclinas son bacteriostaticas
y acttan inhibiendo la sintesis de proteinas. Su desventaja es que causa pigmentacion dental

(23).

La ciprofloxacina es un agente antimicrobiano del grupo de las fluoroguinolonas. Su
mecanismo de accion es bactericida, alterando el ADN bacteriano. Es activo frente a un
amplio espectro de bacterias Gram negativos aerobios y Gram positivos. No es activo frente

a bacterias anaerobios (24).



11

La accion de algunos agentes fisicos o quimicos sobre las bacterias pueden generar dos
posibilidades: la primera es la accion bactericida, con la capacidad de eliminar un grupo de
microorganismos en general que depende de factores como el tamafio y composicion de la
poblacién bacteriana, PH, concentracion, tiempo de exposicidn al agente, temperatura e
incluso presencia de materia organica en el mismo medio en el que se encuentran los
microorganismos que se van a eliminar. Por otro lado la bacteriostatica, que se utiliza para
reducir o detener el metabolismo bacteriano, inhibiendo el crecimiento de bacterias que
permanecen vivas para dar tiempo a que el organismo reaccione desarrollando sus propios

mecanismos de defensa para destruir los microorganismos nocivos invasores (24).

Una caracteristica ampliamente reconocida de los antibioticos es que son
bacteriostaticos e inhiben el crecimiento sin matar las células o son bactericidas y provocan
la muerte celular. Por lo tanto, si los farmacos bactericidas son mas potentes con células
que crecen activamente, la inhibicion del crecimiento inducida por un farmaco

bacteriostatico deberia reducir la eficacia del farmaco (25).

Estos antibioticos mencionados anteriormente combinados forman una pasta utilizada con
frecuencia de forma empirica en los tratamientos endoddnticos y su formulacion ha sido
descrita en diferentes articulos mostrando su forma de preparacion, la cual consiste en
triturar las tabletas de metronidazol, ciprofloxacina y adicionar el polvo de la capsula de
minociclina y mezclarlos con agua estéril o solucién salina hasta obtener la consistencia
deseada (24). Una problematica evidente de dicha pasta es la pigmentacion dental, por lo
que para prevenir esto se ha propuesto reemplazar la minociclina por amoxicilina

observando a su vez un mejor resultado al sustituirla (12).
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3. OBJETIVOS

General
Mediante un estudio In vitro, evaluar la concentracién inhibitoria minima de varios
agentes antimicrobianos de amplio espectro como la amoxicilina, el metronidazol y la

ciprofloxacina solos y en combinacion sobre el Enterococcus faecalis (ATCC 29212).

Especificos

- Seleccionar la combinacion ideal de principios activos para la evaluacion In vitro de
la concentracion inhibitoria minima.

- Determinar las dosificaciones cuantitativas ideales para la evaluacion In vitro de la
concentracion inhibitoria minima.

- Evaluar In vitro la concentracion inhibitoria minima de los agentes antimicrobianos
seleccionados como amoxicilina, metronidazol y ciprofloxacina solos o en

combinacion frente a la cepa bacteriana de tipo planctonica Enterococcus faecalis.
4. METODOLOGIA

Se realiz6 un estudio experimental in vitro.

Materiales y métodos

Microorganismo y condiciones de cultivo

La cepa de la bacteria Enterococcus faecalis ATCC 29212, se adquirié a través de la
empresa Microbiologics ® (Minessota, Estados Unidos) a través del instituto colombiano
de medicina tropical — Universidad CES. El cultivo liofilizado fue resuspendido en caldo

infusion cerebro corazén (BHI). Posteriormente fue usado para inocular tubos adicionales



13

con el mismo caldo y cajas con agar tripticasa de soya (TSI). Los cultivos fueron incubados
a 37°C durante 24 horas. Al finalizar la incubacién, se tomaron alicuotas a las que se
afiadié glicerol al 15% y se almacenaron a -80°C. Los cultivos en cajas de Petri fueron

almacenados a 4°C para posterior uso.

Curva de crecimiento en microplatos

Con el fin de conocer el comportamiento de las bacterias cultivadas en suspension a
nivel de microplatos, se realizo el seguimiento del crecimiento durante 24 horas de cultivo,
con 8 réplicas. Para este fin, se dispensé 100 ul del in6culo y 100 pl de caldo Mueller-
Hillton en cada pozo. Los microplatos fueron incubados a 37+1°C. Para cada medicion, los
platos fueron agitados y se realiz6 la medicidn del crecimiento bacteriano a una longitud de
onda (A) de 625 nm en un espectrofotdometro para platos: Sinergy ™ (Modelo HTX,

empresa BioTek, Vermont, Estados Unidos).

Determinacién de la actividad inhibitoria del crecimiento

El in6culo se prepard haciendo una suspension directa en caldo Mueller-Hinton, de una
colonia aislada de uno de los cultivos en agar y se incub6 durante 24 horas en agitacion a

150 RPM y 37°C en un agitador orbital con incubacion marca Brand ® (Alemania).

La suspension se ajustd a una absorbancia de 0.08 para lograr una turbidez equivalente a
0.5 en la escala de McFarland, esto equivale a una suspension que contiene 1 to 2 x 108
unidades formadoras de colonias (UFC/mL). Finalmente, el inbculo debe quedar en el plato

en una absorbancia de 0.04.
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El calculo de la actividad antimicrobiana se determind mediante la obtencion del
porcentaje de inhibicion del crecimiento para cada concentracion del extracto proteico,

utilizando la siguiente ecuacion:

% de inhibicion = Absorbancia del control — Absorbancia del extracto

X 100

Absorbancia del control

Las graficas de inhibicion se calcularon mediante el programa GraphPad Prism 6.0,
(GraphPad Software, San Diego California, Estados Unidos) realizando una regresion no

lineal entre el porcentaje de inhibicion y el logaritmo de la concentracion.

Preparacion de las soluciones stock y soluciones de trabajo de los antibidticos

Los antibidticos amoxicilina, ciprofloxacina y metronidazol fueron seleccionados como
candidatos a evaluar debido a que son medicamentos de amplio espectro y han sido
estudiados en infecciones persistentes del conducto radicular (excepto la amoxicilina, que
en este caso se eligid para sustituir la minociclina por su pigmentacion). La vancomicina,
antibiotico de uso restringido, se seleccion6 como un control positivo para la comparacion

del porcentaje de inhibicion sobre la bacteria E. faecalis.

Para seleccionar el rango de concentraciones a evaluar, se siguieron los parametros de
resistencia y susceptibilidad para cada uno de los antibiéticos reportados en el suplemento
M100- S23 del Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) (26,27). Sin embargo,

con la intencion de realizar la evaluacion lo mas cercanamente posible al ensayo clinico, se
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utilizaron versiones comerciales orales de cada uno de ellos, excepto para la vancomicina

que se aplica de forma intravenosa.

Teniendo en cuenta que los medicamentos orales contienen en promedio un 37.5% de
excipientes, la concentracion sugerida en el protocolo se aument6 10 veces, con el fin de
obtener una posible mayor resolucion del efecto del principio activo y subestimar el efecto

de los antibioticos.

Se prepararon soluciones madre de 80000 pg/ml en solucion salina y Dimetilsulfoxido
(DMSO) por separado, a partir de las cuales se prepararon soluciones de trabajo de 8000,
6000, 4000, 2000, 1000, 500, 800, 250 y 100 pg/ml . Todas las soluciones fueron
preparadas volumétricamente y alicuotadas en viales de cromatografia, protegidos de la luz,
cuidadosamente cerrados y almacenados -4°C. Las concentraciones evaluadas para todos

los antibidticos en pg/ml fueron: 80, 60, 40, 20, 10, 5, 2.5y 1.
5. ANALISIS ESTADISTICOS

Las graficas de inhibicion se calcularon mediante el programa GraphPad Prism 6.0,
realizando una regresion no lineal entre el porcentaje de inhibicion y el logaritmo de la
concentracion.

Se realizaron ANOVAS de dos vias y comparaciones multiples de TUKEY para cada

ensayo.
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6. RESULTADOS

Condiciones de cultivo

Figura 1. Cultivo de E. faecalis en Agar TSA.
Se obtuvieron colonias facilmente visibles, cremosas de color blanco, tamafio pequefio y

que al evaluarse en el microscopio se observaron series de cocos ubicados en diadas.

Figura 2. Preintculo de E. faecalis en Caldo Mueller Hinton. Absorbancia 0.224 a
625 nm.

El cultivo realizado inicialmente en caldo BHI obtuvo un crecimiento mas rapido que en
el Mueller Hinton, sin embargo, la absorbancia fue suficiente al pasar las 48 horas para
realizar la medicion de la inhibicién del crecimiento.

Determinacién de la concentracién inhibitoria minima
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Se obtuvo una cantidad de 20 mL de indculo a una densidad 6ptica de 0.08 a 625nm,

suficiente para un microplato de 96 pozos.

Figura 3. Indculo de E. faecalis en Caldo Mueller Hinton. Absorbancia 0.08 a 625
nm.

La evaluacion se realizé considerando 2 microlitros de cada concentracion de
antibidticos, el solvente usado no present6 inhibicidn del crecimiento de la bacteria, por lo

cual los resultados del porcentaje de inhibicién corresponden al extracto Gnicamente.

Figura 4. Evaluacion general de la inhibicion del crecimiento en microplatos.

EVALUACION ANTIBIOTICOS EN SOLUCION SALINA
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Antibioticos vs Crecimiento E.faecalis
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Figura 5. Porcentaje de Inhibicion de crecimiento de E. faecalis bajo diferentes
concentraciones de antibioticos en NaCl 0.9%

Pudo determinarse que el antibiotico con menor actividad fue el metronidazol, el cual
alcanzé un valor méximo de inhibicion del 20% (figura 5) y una dosis efectiva 50 de 12.67
pg/ml (tabla 1). Esto pudo ser ocasionado por el hecho de que el antibiotico fue insoluble
en su mayor parte en la solucién salina estéril, lo que llevé a una retencion del sélido en la
membrana de esterilizacion. Por esta razdn, se realizaran nuevas evaluaciones en este
mismo estudio utilizando otras casas comerciales de los antibidticos y otro disolvente como

DMSO, para asegurar que la falta de actividad no se deba a su falta de solubilidad.

En cuanto a la solubilidad de los demas antibioticos, se encontro que la ciprofloxacina y
la amoxicilina se disolvieron en mayor cantidad que el metromnidazol, sin embargo
permancia un precipitado que fue retenido igualmente durante la esterilizacion por
membrana, esto puede llevar a que posiblemente los resultados sean falsos negativos. El

antibidtico vancomicina fue completamente soluble en solucién salina estéril.
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En cuanto al antibiotico més activo, se encontraron los porcentajes de inhibicién mas
superiores con la Amoxicilina, llegando hasta un 80% de inhibicion. Estos resultados
fueron mas altos que los determinados para la vancomicina que obtuvo un porcentaje de
inhibicién del 80 % con concentracion baja, lo cual puede sugerir una tolerancia por parte
de esta bacteria a este antibidtico de uso intrahospitalario, sin embargo es necesario

aumentar el nimero de réplicas para contar con certeza estos resultados.

En general, para todos los antibioticos y con un a de 0,05, no se encontrd una diferencia
estadisticamente signficativa entre las concentraciones evaluadas para ninguno de los
antibioticos, lo cual pudo ocurrir debido a que se estaba subestimando la concentracion de
los antimicrobianos anteriormente, paso que debe evaluarse antes de entrar a aumentar las
concentraciones.

Se determind la dosis efectiva 50 de cada antibiotico, la cual considera la concentracion
necesaria de un farmaco para inhibir el crecimiento del 50% de una poblacion de
microorganismos. Estos valores fueron representados en la tabla 1, en donde se observa
que la menor dosis para la inhibicién de E. faecalis bajo las condiciones de este
experimento, corresponde a la ciprofloxacina y la vancomicina. La mayoria de resultados
tuvieron desviaciones considerables que indican la necesidad de repetir el experimento mas
acertadamente.

Tabla 1. Dosis EC 50 antibiéticos en NaCl 0.9%

DOSIS EC 50 (mg/L)
Amoxicilina Metronidazol Vancomicina Ciproloxacina

11,8+ 2,4 12,67 6,6 0,62+0,0 0,59+33
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Valor a 0,05

EVALUACION ANTIBIOTICOS EN DIMETILSULFOXIDO (DMSO)

Antibioticos vs Crecimiento E.faecalis
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Figura 6. Porcentaje de Inhibicidn de crecimiento de E. faecalis bajo diferentes
concentraciones de los antibioticos en DMSO

En esta evaluacion pudo observarse, a diferencia de la anterior (solucién salina), una
relacion proporcional de la actividad inhibitoria con la concentracion de cada antibiotico.
Esto se pudo comprobar en el analisis de varianza realizado en donde se encontr6 que a
medida que incrementa la concentracién hay una diferencia en la respuesta (tabla 2),
contrario a lo que se observé anteriormente con las diluciones en solucién salina, en donde
no habia diferencia entre las concentraciones.

Se determind que la amoxicilina junto con la vancomicina mostré nuevamente
superioridad en cuanto al porcentaje de inhibicién, tal como puede evidenciarse en la

figura 6. La amoxicilina fue el antibi6tico con mayor porcentaje de inhibicién, con un valor
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del 84% a una concentracion de 60 pg/ml. Ademas, estos resultados se pueden verificar con
la prueba de comparaciones multiples (tabla 3) en donde se encontré que no hay una
diferencia significativa entre el efecto de la vancomicina (antibiético de control) y la
amoxicilina, ubicandolas en un grupo superior al metronidazol y ciprofloxacina, los cuales
tampoco presentaron diferencia entre ellos, mas si respecto a la vancomicina y amoxicilina.

Tabla 2. ANOVA de dos vias, interaccion, concentracién y antibiético

2way ANOVA A B C D

Tabular results

Data Set-A Data Set-B Data Set-C Data Set-D
Table Analyzed Log-dose vs
response
Two-way ANOVA Ordinary
Alpha 0.05
Source of Variation % of total P value P value Significant?
variation summary

Interaction 15.09 <0.0001 Fkkx Yes

Data Set-E
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Row Factor

Column Factor

ANOVA table

Interaction

Row Factor

Column Factor

Residual

Number of missing

values 16

54.53

16.14

SS

10620

38371

11355

1161

<0.0001

<0.0001

DF

21

48

MS F (DFn, DFd) P value

505.7 F(21,48)=20.90 P <0.000

5482 F (7,48) = 226.5 P < 0.000
3785 F (3,48) =156.4 P < 0.000
24.20

Tabla 3. Prueba de Tukey para comparaciones multiples

Tukey’s multiple comparisons

test

Amoxicilina vs. Metronidazol

Mean

Diff.

29.58

95% ClI of diff.

25.80 to 33.35

Significant Summary

?
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Amoxicilina vs. Ciprofloxacino 10.36 6.583 to 14.14 Yes folakalel
Amoxicilina vs. Vancomicina 4.604 -0.7404 to 9.949 No ns
Metronidazol vs. -19.21 -22.291t0 -15.43 Yes Fkdkk
Ciprofloxacino

Metronidazol vs. Vancomicina -24.97 -30.32t0 -19.63 Yes Fkkk
Ciprofloxacino vs. -5.758 -11.10to - Yes *
Vancomicina 0.4137

Es interesante observar que el porcentaje de inhibicion disminuyd ligeramente en el
altimo punto evaluado de la actividad inhibitoria (figura 6), es decir a las 80 pg/ml para
todos los antibidticos, excepto vancomicina, indicando que posiblemente la concentracion
méaxima inhibitoria esta alrededor de los 60 pg/ml, por lo cual no seria recomendable
aumentarla para obtener un mayor efecto, sino mas bien realizar pruebas de actividad
inhibitoria mezclando las moléculas para ver si es posible potenciar su accion.
Finalmente, se determiné la dosis efectiva 50 de cada antibiotico, cuyos valores fueron
representados en la tabla 4. Se observa que la menor dosis para la inhibicion de E. faecalis
bajo las condiciones de este experimento, corresponde a la ciprofloxacina, amoxicilna y
vancomicina, a diferencia del experimento anterior, puesto que en este caso, tanto la
amoxicilina como la ciprofloxacina tuvieron EC50s menores a la vancomicina. Estos
resultados pueden indicar que dentro de la practica del uso de la pasta tripleantibiotica es

posible que la amoxicilina sea el antibiotico mas efectivo para el control de E. faecalis, sin
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embargo se recomienda evaluar la mezcla con uno de los otros antibioticos para verificar si
es posible potenciar su accién o por el contrario cambiar de antibiotico para alcanzar el
100% de inhicion de la bacteria.

Tabla 4. Dosis EC 50 antibidticos en DMSO

DOSIS EC 50 (mg/L)

Ciproloxacin
Amoxicilina Metronidazol Vancomicina
a
8,3x14 29,5 +0,67 6,9 £ 0,09 11,1+ 0,18

Valor o 0,05

EVALUACION DE MEZCLAS DE ANTIBIOTICOS

Se realizaron mezclas de los antibidticos previamente evaluados usando las silgas de sus
iniciales asi: AMC correspondiente a la mezcla amoxicilina — metronidazol —
ciprofloxacina, MC metronidazol — ciprofloxacina, AM amoxicilina — metronidazol y por
ulimo CA ciprofloxacina — amoxicilina, utilizando la curva de concentraciones evaluadas
inicialmente en pug/ml 80, 60, 40, 20, 10, 5, 2.5y 1. Los agentes fueron diluidos en DMSO

y se utilizé vancomicina nuevamente como control de inhibicion.
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Mezcla antibioticos vs Crecimiento E. faecalis
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Figura 7. Porcentaje de Inhibicion de crecimiento de E. faecalis bajo diferentes
concentraciones y mezclas de antibidticos.

En la figura 7, se observa que el porcentaje de inhibicion de la mezcla CA logré un 48%
con la menor concentracion utilizada, en comparacion con las demas mezclas, las cuales
fueron menos efectivas al usar menores concentraciones. EI mayor porcentaje de inhibicion
para CA 78,6%, ninguna de las demas mezclas supero éste valor de inhibicion, incluso
utilizando mayores concentraciones, lo cual también ocurrié para el antibiético control.

Casi todas las mezclas obtuvieron valores maximos de inhibicion cercanos al antibidtico
de control, excepto la mezcla AM, cuyo porcentaje de inhibicion maximo fue 29%.

A partir del anlisis de varianza de dos vias (tabla 5), se determin6 una diferencia
estadisticamente significativa entre las mezclas de antibiéticos y entre las concentraciones
evaluadas; asi mismo se determind que existe una interaccion significativa entre estos

factores.

Tabla 5. ANOVA dos vias, interaccion mezclas y concentracién de antibioticos
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2way ANOVA A B C D E

Tabular results
Data Set-A Data Set-B  Data Set-C Data Set-D Data Set-E

Table Analyzed Log-dose vs
response
Two-way ANOVA Ordinary
Alpha 0.05
Source of Variation % of total P value P value Significant?
variation summary
Interaction 10.02 <0.0001 falalakel Yes
Row Factor 49.66 <0.0001 kol Yes
Column Factor 36.34 <0.0001 kol Yes

ANOVA table SS DF MS F (DFn, DFd) P value
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Interaction 11007 28 393.1 F (28,104) = P <0.0001
11.49

Row Factor 54582 7 7797 F (7,104) = P <0.0001
227.9

Column Factor 39941 4 9985 F (4,104) = P <0.0001
291.9

Residual 3558 104 34.21

Number of missing

values 16

Para analizar a mayor profundidad la interaccidén encontrada, se realizé un analisis de
comparaciones multiples con la prueba de Tukey, a partir de la cual se determinaron
algunos grupos que no presentaron una diferencia significativa entre ellos, indicando un
efecto similar en el porcentaje de inhibicidn obtenido, estos grupos corresponden a las
mezclas AMC y MC, y MC con vancomicina.

La mezcla AM pudo determinarse con la prueba Tukey como un grupo independiente,
con una diferencia estadisticamente significativa respecto a los demas, lo cual se observa en

la figura 7 obteniendo el menor porcentaje de inhibicion.



También, la mezcla CA se determind como un grupo independiente, presentando una

diferencia estadisticamente significativa entre ella y todas las deméas, mostrando los
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mayores porcentajes de inhibicion incluso superiores al antibidtico de control y a la mezcla

de los tres AMC (tabla 6).

Tabla 6. Prueba de Tukey, comparaciones multiples mezclas de antibidticos

2way ANOVA

Multiple

comparisions

Compare column
means (main column

effect)

Number of families

Number of
comparisions per

family

Alpha

A

Data Set-A

10

0.05

B

Data Set-

B

C

Data Set-C

D

Data Set-D

Data Set-

E
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Tukey’s multiple

comparisions test

AMC vs. MC

MC vs. AM

AMC vs. CA

AMC vs.

Vancomicina

MC vs. AM

MC vs. CA

Mean Diff.

3.616

17.96

-30.54

-2.494

14.34

-34.16

95%

Cl of

diff.

0.4438 to

7.675

13.90

t0 22.02

-34.60

t0 26.48

-7.466

t0 2.478

10.28

to 18.40

-38.22

to -30.10

Significant?

No

Yes

Yes

No

Yes

Yes

Summary

ns

*kkk

*kkk

ns

*kkk

*kkk
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MC vs. Vancomicina -6.109
AM vs. CA -48.50
AM vs. Vancomicina -20.45
CA vs. Vancomicina 28.05

-11.08

to -1.138

-52.56

to -44.44

-25.42

to -15.48

23.08

t0 33.02

Yes kel

Yes falolakel
Yes falolakel
Yes Kk

COMPARACIONES TOTALES

Se realiz6 la comparacion de la capacidad inhibitoria sobre el crecimiento de E. faecalis

de las mezclas de antibioticos y los antibioticos utilizados como agentes independientes. Se

conserva las concentraciones y el control de inhibicion con el antibi6tico vancomicina.

% de Inhibicién

100 A

-20 -

Mezclas vs. agentes separados

0.5 1.0

1.5

log[Antibiotico], ppm

RN

¢ ¢

Amoxicilina
Metronidazol
Ciprofloxacino
Vancomicina
AMC

MC

AM

CA
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Figura 8. Porcentaje de Inhibicion de crecimiento de E. faecalis bajo diferentes
concentraciones de mezclas y antibioticos.

Se determind que dentro del grupo de agentes con los mayores porcentajes de inhibicion,
se encuentran la amoxicilina con un 84 % a las 60 pg/ml, la mezcla CA con un 78,6 % a las
80 pg/ml, la vancomicina con un 78% a 80 pg/ml y finalmente la mezcla AMC con un
valor de 74,9 % a 80 pg/ml .

Dentro de las muestras menos efectivas se determind el metronidazol, cuyo porcentaje
méaximo de inhibicion fue del 37 %, seguido por la mezcla AM con la que se obtuvo un
29% de inhibicion. Las mezclas que contenian ciprofloxacina con metronidazol, alcanzaron
mayores porcentajes de inhibicion que con la mezcla AM o el metronidazol y
ciprofloxacina solos.

Si bien la ciprofloxacina en mezcla con la amoxicilina present6 un incremento en el
porcentaje de inhibicidn, respecto a la ciprofloxacina sola, esta no alcanzo el nivel que
logré la amoxicilina utilizada separadamente.

Para analizar en mas detalle estos resultados, se realizé un analisis de varianza de dos
vias (tabla 7), determinando una diferencia estadisticamente significativa entre las mezclas
de antibidticos, los antibioticos usados independientemente y las concentraciones
evaluadas. De igual manera se determiné que existe una interaccion significativa entre estos

factores evaluados.

Tabla 7. ANOVA dos vias, interaccion mezclas, antibi6ticos y concentraciones



32

2way ANOVA A B C D E

Tabular results
Data Set-A  Data Set-B  Data Set-C Data Set-D Data Set-E

Table Analyzed Log-dose vs

response

Two-way ANOVA Ordinary

Alpha 0.05

Source of Variation % of total P value P value Significant?
variation summary

Interaction 16.00 <0.0001 falakaled Yes

Row Factor 51.90 <0.0001 falakaled Yes

Column Factor 29.21 <0.0001 falakaled Yes

ANOVA table SS DF MS F (DFn, DFd) P value
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Interaction 27854 49 568.4 F (49,152) = P<
18.31 0.0001
Row Factor 90322 7 12903 F (7,152) = P<
415.6 0.0001
Column Factor 50846 7 7264 F(7,152) = P<
234.0 0.0001
Residual 4719 152 31.05

Number of missing

values 40

La diferencia encontrada entre las concentraciones se observa en la figura 8, en donde se
puede apreciar el comportamiento exponencial de cada una de las mezclas de acuerdo al
aumento de concentracion, excepto como se menciond anteriormente para la mezcla CA.
Sin embargo, debido a que la diferencia estadisticamente significativa encontrada entre las
mezclas, los antibioticos y las concentraciones no es facil de observar graficamente, se

procedio a realizar un analisis a mayor profundidad realizando comparaciones maltiples.

Tabla 8. Prueba de Tukey, comparaciones multiples mezclas de antibioticos
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Tukey’s multiple

comparisions test

Amoxicilina vs.

Metronidazol

Amoxicilina vs.

Ciprofloxacina

Amoxicilina vs.

Vancomicina

Amoxicilina vs. AMC

Amoxicilina vs. MC

Amoxicilina vs. AM

Amoxicilina vs. CA

Metronidazol vs.

Ciprofloxacina

Metronidazol vs.

Vancomicina

Mean

Diff.

29.58

10.36

11.68

14.17

17.79

32.13

-16.37

-19.21

-17.90

95% ClI of diff.

24.63 to 34.52

541910 15.31

6.152t0 17.21

9.548 to 18.80

13.16t0 22.41

27.50t0 36.75

-20.991to0 -11.74

-24.16 to -14.27

-23.42 10 -12.37

Significant

?

Yes

Yes

Yes

Yes

Yes

Yes

Yes

Yes

Yes

Summar

y

*kkk

*kkk

*kk*k

*kk*k

*kk*k

*kk*k

*kkk

*kkk

*khkk
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Metronidazol vs. AMC

Metronidazol vs. MC

Metronidazol vs. AM

Metronidazol vs. CA

Ciprofloxacina vs.

Vancomicina

Ciprofloxacina vs. AMC

Ciprofloxacina vs. MC

Ciprofloxacina vs. AM

Ciprofloxacina vs. CA

Vancomicina vs. AMC

Vancomicina vs. MC

Vancomicina vs. AM

Vancomicina vs. CA

AMC vs. MC

-15.40

-11.79

2.554

-45.94

1.317

3.810

7.426

21.77

-26.73

2.494

6.109

20.45

-28.05

3.616

-20.03 t0 -10.78

-16.411t0 -7.162

-2.070to 7.179

-50.57 t0 -41.32

-4.211 10 6.844

-0.8142 to

8.435

2.801t0 12.05

17.14 t0 26.39

-31.35t0 -22.11

-2.750to0 7.738

0.86551t0 11.35

15.21 to 25.69

-33.29t0 -22.80

-0.6660 to

7.897

Yes

Yes

No

Yes

No

No

Yes

Yes

Yes

No

Yes

Yes

Yes

No

*khkk

*khkk

ns

*kkk

ns

ns

*kk*k

*kk*k

*kkk

ns

*khkk

*khkk

ns
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AMC vs. AM 17.96 13.67 to 22.24 Yes
AMC vs. CA -30.54 -34.82 t0 -26.26 Yes
MC vs. AM 14.34 10.06 to 18.62 Yes
MC vs. CA -34.16 -38.44 to -29.87 Yes
AMvs. CA -48.50 -52.78 10 -44.22 Yes

*khkk

*khkk

*khkk

*kkk

*kkk

Se determiné al comparar todos los agentes y mezclas, que se formaron algunos grupos
que no presentaron una diferencia significativa entre ellos, con un valor p > 0,05. Es decir,
que presentaron un efecto similar en el porcentaje de inhibicion obtenido. Estos grupos
corresponden al metronidazol - AM, cuyas actividades fueron las mas bajas, la
ciprofloxacina y vancomicina, la ciprofloxacina - AMC, AMC - vancomicina y las mezclas
AMC - MC.

Para resaltar es importante tener en cuenta que todas las comparaciones realizadas con la
amoxicilina arrojaron diferencias estadisticamente significativas con un valor p <0,0001, lo
cual la ubica en un grupo independiente y se confirma con los resultados graficos de la
regresion no lineal (figura 8).

De igual manera la mezcla CA se determiné como un grupo independiente, presentando
una diferencia estadisticamente significativa entre ella y todas las demas, debido a que
como se menciond anteriormente obtuvo el segundo porcentaje de inhibicion luego de la
amoxicilina. Sin embargo, como se puede apreciar en la tabla 8, se determiné una

diferencia estadisticamente significativa con un valor p < 0,0001 entre ambos tratamientos,
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lo cual dejé en primer lugar a la amoxicilina como el agente con el que se obtuvo el mayor

porcentaje de inhibicion sobre E. faecalis en este estudio.

7. DISCUSION

Las infecciones endoddnticas persistentes se han reportado en su gran mayoria por la
presencia del Enterococcus faecalis adherido a la dentina en el sistema de conductos
radiculares (14). Es el patégeno endoddntico dominante resistente a los agentes
antibacterianos, razon por la cual se utiliz6 como microorganismo objetivo en este estudio.

Numerosos articulos revelan que la pasta triple antibidtica, conformada por metronidazol,
ciprofloxacina y minociclina, ha demostrado ser eficaz en la eliminacion de dichas
bacterias y ha reportado ser una buena alternativa como medicamento intraconducto
complementando las técnicas de desinfeccion en el tratamiento de endodoncia
(11,12,16,17,28-31).

Se desconoce la concentracion optima para el uso de antibidticos tdpicos, por lo que con
este estudio se sugirio determinar In vitro las concentraciones inhibitorias minimas
expresada en pg/ml sobre la bacteria Enterococcus faecalis. La cepa planctdnica de
referencia fue la ATCC 29212, limitacidn evidente en este estudio ya que idealmente se
requiere analizar las bacterias en biopeliculas y en el entorno radicular como lo sugieren los
estudios de Sholeh Ghabraei y R. Rafatjou (32,33), pues al ser una colonia estructurada de
células bacterianas incrustadas en una matriz polimérica y adheridas a la superficie

representan un mayor reto a la hora de su erradicacién completa.

Se ha reportado que la principal desventaja del uso de la minociclina es la pigmentacion

dental (34-37). Se han establecido diversas combinaciones de antibioticos para reemplazar
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la minociclina o eliminarla mediante DAP usando solos dos antibidticos (ciprofloxacina y
metronidazol) (12) en lugar de la clasica TAP (38). Entre las combinaciones se encuentran
las reportadas con: amoxicilina (39-41), cefaclor (41,42), cefroxadina, fosfomicina (41) o

rokitamicina (12,43) y con rifampicina (29).

Otras més actualizadas, han realizado combinaciones de ciprofloxacina, metronidazol y
doxicilina (30), otra se realiz6 con Augmentina (que es amoxicilina con acido clavulanico)
y tigeciclina (16,44) y finalmente una realizada con clindamicina (33). Casamassimo Yy col.
(2013) recomendaron reemplazar la minociclina con clindamicina, ya que tiene menos
complicaciones e interacciones medicamentosas en comparacion con la eritromicina y la
amoxicilina. Tiene una vida media mas larga (2.5 h para clindamicina, 30 min para
amoxicilina 'y 1,5 h para la eritromicina) y es eficaz contra una amplia variedad de
anaerobios Gram positivos y Gram negativos. También penetra en la mayoria de los tejidos

y abscesos (45).

En este estudio, se eligié reemplazar la minociclina por la amoxicilina ya que es un
antibiotico de uso comdn que ha demostrado resultados dptimos (12,33,39-41). Ademas, se
encuentra dentro del grupo permitido por la norma farmacologica donde se siguieron los
parametros de resistencia y susceptibilidad para cada uno de los antibioticos reportados en
el suplemento M100- S23 del Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) (26) para
su utilizacion y combinacion con los demas antibioticos evaluados pero que usualmente es
catalogado por ser un medicamento que genera resistencia al ser utilizado de manera libre y
erronea. Otra de las razones es que no hay suficiente evidencia cientifica que apoye la

combinacidn descrita en este estudio: metronidazol, ciprofloxacina y amoxicilina y que
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sobretodo, sea realizada de manera In vitro para comenzar fases iniciales de estudio que al
finalizar pueda darse su aplicacion directa en dientes permanentes, como lo reporta este

estudio (46), y no solo en deciduos.

Thompson en un estudio clinico utiliz6 la TAP y reemplaz6 la minociclina con
amoxicilina con el objetivo de regenerar premolares deciduos infectados obteniendo un tipo
de apexogenesis (46). En 2014, Akcay demostr6 una pigmentacion significativamente
menor en caso de usar amoxicilina en lugar de minociclina, doxiciclina o cefaclor (35), ya
que estas ultimas a menudo causan pigmentacion severa, mientras que la amoxicilina no lo
hace incluso después de tres semanas. Sin embargo, a los 12 meses, la amoxicilina también
causo una leve pigmentacion grisacea en los dientes (47). En otro estudio, Kahler et al. (39)
indico que a pesar del reemplazo de la minociclina con amoxicilina, 10 de los 16 dientes

gue se sometieron a un tratamiento regenerativo mostraron pigmentacion coronal (12).

Un primer experimento en este estudio fue evaluando las concentraciones de los tres
antibioticos (80, 60, 40, 20, 10, 5, 2.5 y 1 pg/ml) diluidos en solucion salina, pero se
observaron desviaciones considerables que indicaron la necesidad de repetir el experimento
con otro solvente. A partir de este primer ensayo se reporté que la amoxicilina obtuvo un
alto porcentaje de inhibicion (80%) y que el metronidazol fue el antibi6tico con menor
actividad con un valor maximo inhibido del 20%. Otros estudios (33) analizaron
concentraciones de 25, 50 y 100 pg/ml para el metronidazol pero decidieron no analizarlo
de manera independiente pues se habia reportado en estudios anteriores (48,49) que al
usarlo solo, incluso en concentraciones mas altas, indicaba 100% de ineficacia para la

eliminacion de los microorganismos responsables de las infecciones dentales lo que indica
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la necesidad de medicamentos adicionales para potenciar su efecto. Unicamente lo
combinaron con ciprofloxacina donde se observd que concentraciones de 100 pg/ml de la
mezcla de ambos inhibié completamente el crecimiento y la proliferacién de bacterias
aerobias, contrario a las anaerobias donde disminuyo el crecimiento y la proliferacion pero

no llegaron a cero (33).

Se ha informado que el ornidazol tiene una mayor duracion de accion, mejor eficacia y

un metabolismo més lento en comparacion con el metronidazol (49).

Se realizaron nuevas evaluaciones en este estudio utilizando otras casas comerciales de
los antibioticos y otro disolvente como el dimetilsulféxido (DMSO) donde se observo que
cuando aumentaba la concentracion se daba una diferencia en la respuesta. Los antibidticos
se disolvieron mejor permitiendo estar totalmente expuestos a la bacteria. La amoxicilina

logré nuevamente porcentajes superiores de inhibicion (84%).

Era necesario evaluar la amoxicilina (mas efectivo hasta el momento en este estudio),
con uno de los otros antibioticos para verificar si era posible potenciar su accion o requeria
el cambio de antibidtico para alcanzar el 100% de inhibicién. Estudios reportan que
ninguno de los componentes antibioticos de TAP podria eliminar individualmente todos los
microorganismos responsables de las infecciones dentales (33) y aunque en este estudio
tampoco lo logro la amoxicilina, si consiguio un alto porcentaje de inhibicion aun en

concentraciones minimas evaluadas.

Posteriormente se realizd en nuestro estudio el experimento mezclando los antibi6ticos

(diluidos en DMSO). En este punto del experimento, la mezcla CA obtuvo porcentajes
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superiores de inhibicion incluso mayores al antibidtico control y a la mezcla de los tres:
AMC. La mezcla AM obtuvo los porcentajes inferiores. Otros estudios que apoyaron la
mezcla de los antibidticos concluyen que al mezclarlos, parecen poseer una eficacia
bactericida potencialmente mejor que otros materiales antibacterianos (29)(30). La
utilizacién de las pastas DAP incluyen ciprofloxacina y metronidazol. Se ha reportado que
al eliminar la minociclina se evita la pigmentacion dental y ademas por su bajo peso
molecular parece penetrar mejor en los tbulos dentinarios, asi como lo reporta este estudio
indicando que ciprofloxacina y metronidazol pueden unirse de manera mas eficiente a la
dentina en comparacion con la minociclina (50).

Un ultimo experimento en el estudio aqui reportado consistié en las comparaciones
totales, donde se evalud la interaccion de las mezclas de los antibioticos y los antibidticos
como agentes independientes, resultando nuevamente en que el metronidazol reporta las
actividades mas bajas y la amoxicilina las més altas, asi como la mezcla con ciprofloxacina.
En nuestro estudio, la mezcla CA obtuvo porcentajes superiores de inhibicion, lo cual
podria sugerir futuras mezclas que obtengan de igual forma bajo peso molecular para la
mejor penetracion a la dentina como por ejemplo amoxicilina con clindamicina, que como
vimos anteriormente ha sido el mejor reemplazo para la minociclina (45) y se eliminaria el
metronidazol que no obtuvo tan buenos resultados, ni solo ni al combinarlo.

Como desventajas y respecto a las comparaciones totales realizadas y debido a que
ninguno de los tratamientos alcanz6 una inhibicién completa, se sugiere la evaluacién de
otros agentes antibioticos que posiblemente puedan incrementar la actividad inhibitoria,

puesto que como se observo en el caso de la ciprofloxacina y el metronidazol algunas
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mezclas pueden tener un efecto sinérgico en lo que se refiere al incremento en el porcentaje
de inhibicidn sobre la bacteria.

También, se pretende abrir camino para la siguiente fase del estudio que va
direccionada a la seleccién de materias primas farmacéuticas adecuadas para el desarrollo
del vehiculo de la formulacién antibi6tica para el conducto radicular, analizada en este
estudio, sin alterar su efectividad frente al Enterococcus faecalis y asi poder ir resolviendo
la problematica inicial presentada, ademas de conseguir la facilidad del producto para su

reproduccion y aplicacion clinica.
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10. CONCLUSIONES

El antibiético amoxicilina mostr6 el mayor porcentaje de inhibicion sobre la bacteria E.
faecalis al utilizarse en su dosis EC 50, lo que indica que no se requiere una alta
concentracion del medicamento para inhibir al 50% de la poblacion. Ademas, resaltando un

efecto superior a los demas antibidticos y mezclas con las que se compard.
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Se determind que la mezcla CA obtuvo un porcentaje de inhibicion mayor en
comparacion a todas las otras mezclas, sin embargo, no fue superior a la amoxicilina
utilizada independientemente.

En general el metronidazol y sus mezclas obtuvieron los resultados de inhibicién mas
bajos, a menos que estuviera en presencia de ciprofloxacina, lo cual podria indicar un
efecto sinérgico.

Se demostré una relacion directamente proporcional entre el aumento de la
concentracion de cada antibiotico y su efecto en el porcentaje de inhibicion de la bacteria E.
faecalis.

La resistencia que la cepa mostré hacia las concentraciones utilizadas de metronidazol y
ciprofloxacina, nos habla de la posible resistencia adquirida de esta clase de
microorganismos hacia antibioticos de uso comdn, o a una posible concentracion
desestimada de estos agentes.

Posteriores evaluaciones son necesarias para determinar un efecto compuesto de
moléculas antibioticas adicionales que contribuyan a alcanzar una inhibicién completa o

mas efectiva.
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