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L’evoluzione tecnologica ha introdotto 
diverse procedure automatizzate che 
contribuiscono a semplificare e velo-
cizzare il trattamento endodontico1,2. 

Tuttavia, i test hanno dimostrato che, benché gli 
strumenti endodontici possano ridurre significa-
tivamente il contenuto batterico, i microrganismi 
non vengono completamente eliminati3-6. Di con-
seguenza, nei casi che richiedono più di una se-
duta, durante la preparazione del canale radico-
lare è importante utilizzare sostanze chimiche, 
compresi farmaci intracanalari7,8.
La presenza di batteri è uno dei principali fatto-
ri responsabili dello sviluppo di parodontite peri-
apicale9; tra la varietà di microrganismi in grado 
di colonizzare il sistema del canale radicolare, 
l’Enterococcus faecalis riesce a sopravvivere in 
ambienti poveri di nutrienti10 ed è resistente sia 
al trattamento endodontico, sia ai farmaci con-
venzionali intracanalari111-13; è quindi frequen-
temente osservato nei casi di parodontite apicale 

Attività antimicrobica della nitrofurantoina 
e del Trimix contro Enterococcus faecalis 
isolato da infezioni endodontiche

Antimicrobial activity of the Nitrofurantoin and Trimix against Enterococcus faecalis from 
endodontic infections

L’obiettivo dello studio è stato quello di valutare la suscettibilità 
alla nitrofurantoina dell’Enterococcus faecalis isolato da 
infezioni endodontiche e di confrontare i risultati con quelli 
ottenuti con il Trimix (ciprofloxacina, metronidazolo e 
minociclina) rispetto all’azione antibatterica. La nitrofurantoina 
è risultata efficace contro l’E. faecalis presente nelle infezioni 
endodontiche e che esplica un’attività antibatterica superiore 
rispetto al Trimix.
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The objective of this study was to assess the susceptibility 
of Enterococcus faecalis from Endodontic Infections to 
nitrofurantoin and to compare the results with those of 
Trimix (ciprofloxacin, metronidazole and minocycline) 
regarding their antibacterial action. Nitrofurantoin 
was found to be effective against E. faecalis present in 
endodontic infections, including a superior antibacterial 
activity compared to Trimix.

The technological evolution has highlighted several automated 
systems which contribute to make the endodontic treatment  

easier and faster1,2.  
However, assays have demonstrated that although root canal 
instrumentation can reduce the bacterial content significantly, 
microorganisms are not completely eliminated3-6. 
Therefore, it is important to use chemicals during the root canal 
preparation, including intra-canal medication, when these cases involve 
more than one visit7,8. 

The presence of bacteria is one of the main factors accounting 
for the development of periapical periodontitis9, and among the 
diversity of microorganisms which can colonise the root canal system, 
Enterococcus faecalis manage to survive in low-nutrient environment10 
as this bacterium is resistant to both endodontic treatment and 
conventional intra-canal medications11-13, thus being frequently found in 
the cases of secondary and persistent apical periodontitis11.
Several antimicrobials have been tested in endodontics, such as 
calcium hydroxide and antibiotic combinations14. However, studies have 
revealed that some pharmaceuticals are inefficient in certain infections. 
Peciuliene et al.11 found that E. faecalis is resistant to calcium 
hydroxide, whereas Ferrari et al.12 observed that the same bacteria are 
resistant to rifamycin and ciprofloxacin. 
Pharmaceutical combinations aimed at synergic action among 
antibiotics were proposed by Hoshino et al.15, who demonstrated the 
antibacterial efficacy of ciprofloxacin, metronidazole and minocycline 
against E. faecalis. 
However, bacteria have the ability to resist and adapt to the 
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secondaria e persistente11. In endodonzia sono stati 
testati molti farmaci antimicrobici, come l’idrossido 
di calcio e le associazioni di antibiotici14. 
Tuttavia, gli studi hanno dimostrato che alcuni far-
maci sono inefficaci contro determinate infezioni. 
Peciuliene et al.11 hanno scoperto che l’E. faecalis è 
resistente all’idrossido di calcio, mentre Ferrari et 
al.12 hanno osservato che gli stessi batteri sono resi-
stenti alla rifamicina e alla ciprofloxacina. 
Le combinazioni di farmaci mirate a esercitare un’a-
zione sinergica tra gli antibiotici sono state proposte 
da Hoshino et al.15, che hanno dimostrato l’efficacia 
antibatterica di ciprofloxacina, metronidazolo e mi-
nociclina contro l’E. faecalis. 
Tuttavia, i batteri hanno la capacità di resistere e 
adattarsi all’ambiente sviluppando diversi meccani-
smi di resistenza ai farmaci16. 
È quindi importante fare attenzione alla scelta del far-
maco da usare e il grado di resistenza batterica a esso 
associata. In particolare, la nitrofurantoina è un nitro-
furano sintetico usato per la prevenzione e il tratta-
mento delle infezioni urinarie, che agisce contro bat-
teri come Escherichia coli, Klebsiella ed Enterococcus 
faecalis. 
L’efficacia della nitrofurantoina contro i microrgani-
smi è sicura, dal momento che produce una resisten-
za ai batteri più bassa rispetto ad altri potenti anti-
microbici17,18. 
Nonostante la sua azione positiva contro batteri che 
causano infezioni del tratto urinario, come l’E. fae-

calis19, non è scontato che la nitrofurantoina possa 
esplicare un’azione simile contro gli stessi batteri ri-
scontrati nelle infezioni endodontiche, dal momento 
che questi microrganismi sono di origine esterna e il 
loro genotipo non corrisponde a quello dei batteri os-
servati nel tratto gastrointestinale20. 
Considerando quanto sopra e data la mancanza di 
studi clinici sugli effetti della nitrofurantoina sull’E. 
faecalis isolato da infezione endodontica, lo scopo 
del presente studio è stato quello di valutare la su-
scettibilità di questo microrganismo alla nitrofuran-
toina e di confrontare i risultati con quelli ottenuti 
con il Trimix (ciprofloxacina, metronidazolo e mino-
ciclina) rispetto alla loro azione antibatterica.

Materiali e metodi
Tre campioni di E. faecalis isolati da infezioni en-
dodontiche, ottenuti dall’Oral Microbiology Labora-
tory of the Institute of Biomedical Sciences, Univer-
sity of São Paulo, e un altro campione dello stesso 
batterio (ATCC 29212) sono stati tutti conservati in 
glicerolo al 30% a -20 oC. 
Successivamente, i campioni sono stati miscelati 
con un agitatore a vortex per 30 secondi, 200 μl sono 
stati inoculati in 25 ml di TSB (Tryptic Soy Broth, 
Difco, Le Pont de Claix, RA, Francia) e quindi incu-
bati in forno a 37 oC per 24 ore.
Gli inoculi di batteri sono stati corretti allo stan-
dard McFarland 0,5 (BioMèrieux, Marcy-l’Etoile, RA, 
Francia) e seminati su piastre Müller-Hinton agar 

environment by developing different resistance mechanisms to 
pharmaceuticals16. 
Therefore, one should be concerned with the selection of the drug 
to be used and its relationship with bacterial resistance. Particularly, 
nitrofurantoin is a synthetic nitrofuran used for prevention and treatment 
of urinary infections, acting against bacteria such as Escherichia 
coli, Klebsiella and Enterococcus faecalis as well. The efficacy of 
nitrofurantoin against microorganisms is safe, since it results in lower 
bacterial resistance compared to other potent antimicrobials17,18. 
Despite its positive action against bacteria causing urinary tract infections, 
such as E. faecalis19, it becomes questionable whether nitrofurantoin 
would have similar action against the same bacteria found in endodontic 
infections, since it has been observed that these microorganisms are of 
external origin and their genotype does not correspond to those found in 
the gastrointestinal tract20. 
In view of the above and due to the lack of studies investigating the effect 
of nitrofurantoin on E. faecalis isolated from endodontic infection, the aim 
of the present study was to assess the susceptibility of this microorganism 
to nitrofurantoin and to compare the results with those of Trimix 
(ciprofloxacin, metronidazole and minocycline) regarding their antibacterial 
action.

MATERIALS AND METHODS
Three samples of E. faecalis isolated from endodontic infections, 
obtained from the Oral Microbiology Laboratory of the Institute of 
Biomedical Sciences, University of São Paulo, and another sample  
of the same bacteria (ATCC 29212) were all stored in 30% glycerol  
at -20 oC. Next, the samples were vortexed for 30 seconds and 200 μl 
were inoculated into 25 μl of TSB (Tryptic Soy Broth, Difco, Le Pont  
de Claix, RA, France) and then incubated in stove at 37oC for 24 hours.
Therefore, the bacterial inoculums were standardised at a 0.5 
McFarland scale (BioMèrieux, Marcy-l’Etoile, RA, France) and plated 
onto Müller-Hinton agar (Difco, Le Pont de Claix, RA, France). 
Each seeded plate was identified according to the sample 
of E. faecalis used. 
Paper discs were attached to the plates, which had been previously 
prepared depending on the group distribution as follows: 
• Group 1: paper discs impregnated with 300 μg of nitrofurantoin 
(Laborclin, Pinhais, PR, Brasil). 
• Group 2 (negative control): paper discs were impregnated with 
antibiotic composite (Trimix) consisting of ciprofloxacin, metronidazole 
and minocycline at a concentration of 25 μg ml-1 (Fórmula e Ação, São 
Paulo, SP, Brasil). 
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(Difco, Le Pont de Claix, RA, Francia). Ogni pia-
stra seminata è stata identificata in base al cam-
pione di E. faecalis utilizzato. 
Sulle piastre sono stati disposti i dischetti di carta 
precedentemente preparati in base al gruppo di as-
segnazione nel modo seguente: 
• Gruppo 1: dischetti di carta impregnati di 300 μg 

di nitrofurantoina (Laborclin, Pinhais, PR, Bra-
sile). 

• Gruppo 2: (controllo negativo): dischetti di car-
ta impregnati di composto antibiotico (Trimix) 
a base di ciprofloxacina, metronidazolo e mi-
nociclina a una concentrazione di 25 μg ml-1 
(Fórmula e Ação, São Paulo, SP, Brasile). 

• Gruppo 3: placebo (controllo positivo): dischetti 
di carta inumiditi solo con acqua distillata ste-
rile, senza alcun farmaco. 

Per ogni campione batterico sono stati utilizzati 
cinque dischetti di ciascun gruppo. 
Le piastre sono state quindi incubate a 37 oC per 
18 ore. 
Dopo il periodo di incubazione, le piastre sono 
state collocate su una superficie scura, esposta a 
luce diretta, e il diametro dell’alone prodotto at-
torno al disco è stato misurato (in mm) utilizzan-
do un righello millimetrato. 
Nel test di suscettibilità alla nitrofurantoina, 
gli aloni di inibizione sono stati interpretati co-
me sensibili, intermedi o resistenti, a seconda dei 
criteri stabiliti dal Clinical and Laboratory Stan-

• Group 3 placeb (positive control): paper discs with no medication and 
moistened with sterile distilled water only. 
Five discs of each group were used with each bacterial sample. 
Next, the plates were incubated at 37oC for 18 hours. After the 
incubation period, the plates were placed on a dark surface with direct 
light on it, and the diameter of the halo produced around the disc was 
measured (in mm)  
by using a millimetre ruler. In the test of susceptibility to nitrofurantoin, 
the inhibition halos were interpreted as being sensitive, intermediate  
or resistant depending on criteria established by the Clinical and 
Laboratory Standards Institute (CLSI) M100-S23, 2013 (revised yearly), 
M02-A11, 2012 (Disk diffusion document, revised every 3 years), and 
(CLSI 2012, 2013). 
The different samples of E. faecalis were divided into groups of 
nitrofurantoin and Trimix in order to be compared to each other by using 
ANOVA test at significance level of 5%. For comparison of the antibacterial 
effects of nitrofurantoin and Trimix, the resulting data were submitted to 
independent t-test at significance level of 5%.

RESULTS
The comparison between the samples of E. faecalis has showed no 

significant difference regarding their susceptibility to nitrofurantoin (p 
> 0.05) and Trimix (p > 0.05), thus demonstrating that E. faecalis from 
the root canal system as well as the strain ATCC 29212 had similar 
resistance behaviours. 
The inhibition halos generated by nitrofurantoin ranged from 27 to 
28 mm, which is in accordance with the CLSI criteria, showing that all 
the samples of E. faecalis tested were susceptible to this drug, and 
interpreted as being sensitive (≥ 17 mm). 
On the other hand, Trimix produced smaller inhibition halos, which 
ranged between 22.5 to 23.5 mm, showing significant difference 
compared to nitrofurantoin (p < 0.05). 
No inhibition halo was observed in the placebo group (negative control), 
thus demonstrating absence of any antimicrobial effect in this group. 
Statistical data on the halo of inhibition produced by either 
nitrofurantoin or Trimix in the four samples of E. faecalis tested can be 
observed in Table 1. 

DISCUSSION
With the availability of useful technological tools such as automated 
instrumentation, electronic apical locators, digital radiography, among 
others, one-visit endodontic treatments have become a common 

dards Institute (CLSI) M100-S23, 2013 (rivisto an-
nualmente), M02-A11, 2012 (documento sulla dif-
fusione su disco rivisto ogni 3 anni) e CLSI 2012, 
2013. 
I diversi campioni di E. faecalis sono stati divisi 
in gruppi di nitrofurantoina e Trimix per essere 
confrontati tra loro utilizzando un test ANOVA a 
un livello di significanza del 5%. 
Per il confronto degli effetti antibatterici di ni-
trofurantoina e Trimix, i dati risultanti sono stati 
sottoposti a un test-t indipendente a un livello di 
significanza del 5%.

Risultati
Il confronto tra i campioni di E. faecalis non ha 
mostrato differenze significative rispetto alla su-
scettibilità alla nitrofurantoina (p > 0,05) e al 
Trimix (p > 0,05), dimostrando così che l’E. fa-
ecalis isolato dal sistema del canale radicolare e 
il ceppo ATCC 29212 avevano comportamenti di 
resistenza simili. 
Gli aloni di inibizione generati dalla nitrofuran-
toina variavano da 27 a 28 mm, conformemente 
ai criteri CLSI, dimostrando che tutti i campio-
ni di E. faecalis testati erano suscettibili a questo 
farmaco e interpretati come sensibili (≥ 17 mm). 
Trimix invece ha prodotto aloni di inibizione più 
piccoli, compresi tra 22,5 e 23,5 mm, mostrando 
una differenza significativa rispetto alla nitrofu-
rantoina (p < 0,05). 
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Nessun alone di inibizione è stato osservato nel 
gruppo placebo (controllo negativo) il che dimo-
stra l’assenza di qualsiasi effetto antimicrobico in 
questo gruppo. 
I dati statistici sull’alone di inibizione prodot-
to dalla nitrofurantoina o dal Trimix nei quattro 
campioni di E. faecalis testati possono essere os-
servati in Tabella 1. 

Discussione
Grazie agli ausili tecnologici disponibili, come la 
strumentazione automatizzata, i localizzatori 
elettronici dell’apice, la radiografia digitale, so-
lo per citarne alcuni, i trattamenti endodontici in 
una sola seduta sono diventati una pratica comu-
ne. È chiaro che eseguire un’otturazione imme-
diata del canale radicolare è una condizione che 
favorisce il controllo delle infezioni. 
Tuttavia, in alcune situazioni patologiche o addi-
rittura ergonomiche, il trattamento endodontico 
in una sola seduta non è possibile perché è neces-
sario utilizzare un farmaco intracanalare, in mo-
do che gli obiettivi raggiunti attraverso la terapia 
non vadano persi. L’idrossido di calcio è stato per 
molti anni il materiale più usato in tutto il mon-
do, ma oggi è noto che questo farmaco presenta 
una limitata attività antimicrobica11,21,22 e che so-
no necessari altri farmaci più efficaci per supera-
re questa carenza. 
Con il presente studio si è cercato in particola-

re di valutare l’azione antibatterica della nitrofu-
rantoina riguardo due aspetti: sono stati eseguiti 
dapprima un’analisi della suscettibilità di E. fa-
ecalis al farmaco e quindi un confronto con un 
composto di tre antibiotici (Trimix).
La metodologia utilizzata implicava il test di dif-
fusione su disco di agar, un metodo semplice de-
scritto in letteratura19,23,24. 
Nei test di suscettibilità sono state seguite le nor-
me e i criteri stabiliti dal Clinical and Labora-
tory Standards Institute (CLSI) per l’analisi an-
timicrobica dei farmaci puri24. 
L’alone di inibizione prodotto è stato confronta-
to con i dati del CLSI basati su una classificazio-
ne della suscettibilità batterica. 
Secondo questi criteri, gli aloni di inibizione ≥ 
17 mm indicano che l’E. faecalis è sensibile alla 
nitrofurantoina. 
Nel presente studio, le dimensioni dell’alone di 
inibizione variavano da 22,5 a 23,5 mm, in me-
dia, dimostrando la suscettibilità dei campioni 
di E. faecalis alla nitrofurantoina. 
Questi risultati supportano quelli riferiti da Sil-
va et al.23, che hanno osservato un alone di ini-
bizione di 24,4 mm per la nitrofurantoina con-
tro E. faecalis. Una questione importante da evi-
denziare nello studio presente è relativa all’ino-
culo batterico usato. 
L’efficacia della nitrofurantoina nei confronti di 
E. faecalis isolato da infezione urinaria e da cep-

practice. It is clear that performing an immediate root canal filling is a 
condition favouring the control of infections. 
However, in some pathological or even ergonomic situations, 
the one-visit endodontic treatment is not possible as it is necessary 
to use an intra-canal medication so that the objectives achieved 
through the therapy are not lost. 
Calcium hydroxide was mostly used worldwide during many years, 
but it is known today that this medication presents a limited 
antimicrobial activity11,21,22, and new drugs more effective are 
necessary in overcoming this shortcoming. 
Particularly, the present study has sought to assess the antibacterial 
action of nitrofurantoin regarding two aspects: initially, an analysis 
of the susceptibility of E. faecalis to the drug was performed and 
then a comparison with a tri-antibiotic composite (Trimix). 
The methodology used involved the diffusion disk agar test, since this 
is a simple method described in the literature19,23,24. 
In the susceptibility test, norms and criteria established by the 
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) were followed for 
antimicrobial analysis of pure pharmaceuticals24. 
The halo of inhibition produced was compared to CLSI data based on 
a classification of bacterial susceptibility. 

Tabella 1 – Media ± deviazione standard dell’alone di  
inibizione (in millimetri) prodotto dalla nitrofurantoina o dal 
Trimix nei campioni di Enterococcus faecalis
Table 1 – Mean ± standard deviation of the halo of inhibition  
(in millimeters) produced by either nitrofurantoin or Trimix  
in the samples of Enterococcus faecalis

Batterio/Bacterium Nitrofurantoina/Nitrofurantoin Trimix

1 27,5 ± 0,50 22,9 ± 0,41

2 27,8 ± 0,27 23,2 ± 0,27

3 27,2 ± 0,27 22,8 ± 0,27

4 27,4 ± 0,22 23,3 ± 0,27
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pi di laboratorio era già stata dimostrata in let-
teratura17-19,23. È noto che E. faecalis sia il target 
di molti studi microbiologici in campo endodon-
tico, a causa della sua resistenza ai trattamen-
ti convenzionali3-6 e della sua presenza nelle in-
fezioni persistenti11. Tuttavia, l’E. faecalis isolato 
da infezione endodontica è diverso da quelli rin-
venuti nel tratto gastrointestinale20. 
Per questo motivo, lo studio presente ha utiliz-
zato campioni batterici isolati da infezioni en-
dodontiche. 
In questo modo sono stati ottenuti risultati spe-
cifici per la nostra pratica clinica. 
L’uso del Trimix (ciprofloxacina, metronidazolo 
e minociclina) è giustificato dal suo attuale uti-
lizzo in tutto il mondo come farmaco antibioti-
co per canali radicolari infetti25,26 e dal fatto che 
la concentrazione di 25 mg ml-1 è stata stabilita 
negli studi di Hoshino et al.15, che hanno osser-

vato come il Trimix svolga un’attività antibat-
terica efficace contro campioni batterici ottenu-
ti da canali radicolari infetti. 
Tuttavia, la resistenza agli antibiotici acquisi-
ta dai batteri in seguito all’uso di farmaci costi-
tuisce un motivo di preoccupazione che è stato 
ampiamente discusso dai microbiologi16,17, dal 
momento che l’associazione di antibiotici può 
addirittura aumentare tale resistenza. 
In particolare, la nitrofurantoina ha dimostra-
to di avere bassa capacità di produrre resisten-
za batterica. 
Rispetto ai farmaci utilizzati nel presente stu-
dio, i risultati hanno dimostrato che gli aloni di 
inibizione più estesi di E. faecalis indicano che 
la nitrofurantoina è un’alternativa farmacologi-
ca praticabile rispetto al Trimix. 
Questi risultati sono tutti basati su un’azione 
diretta dei farmaci sui batteri, che dovrebbe es-

According to these criteria, inhibition halos ≥ 17 mm indicates that 
E. faecalis is sensitive to nitrofurantoin. In the present study, the 
halo of inhibition ranged from 22.5 to 23.5 mm, on average, 
demonstrating the susceptibility of the samples of E. faecalis to 
nitrofurantoin.  
These results corroborate the findings reported by Silva et al.23, 
who found an inhibition halo of 24.4 mm for nitrofurantoin against 
E. faecalis. 
An important issue to be highlighted in the present study has to do 
with the bacterial inoculum used. The efficacy of nitrofurantoin against 
E. faecalis from urinary infection and laboratory strains had already 
been demonstrated in the literature17-19,23. 
It is known that E. faecalis is the target of many microbiological 
investigations in endodontic studies due to its resistance to 
conventional treatments3-6, thus being present in persistent 
infections11. 
However, E. faecalis from endodontic infection is different from those 
found in the gastrointestinal tract20. For this reason, the present study 
has used bacterial samples from endodontic infections. In this way, 
the results are specific to our clinical practice. 
The use of Trimix (ciprofloxacin, metronidazole and minocycline) is 

justified by the fact that it is currently used worldwide as an 
antibiotic medication for infected root canals25,26, and whose 
concentration of 25 mg ml-1 was established in studies by Hoshino 
et al.15, who observed that Trimix had an effective antibacterial 
activity against bacterial samples from infected root canals. However, 
the antibiotic resistance acquired by bacteria through the use of 
medications is of concern, which has been largely discussed by 
microbiologists16,17, since antibiotic combinations might further 
increase such resistance. 
Particularly, nitrofurantoin has been shown to have low capacity to 
produce bacterial resistance. 
With regard to the medications used in the present study, the 
results have shown that greater inhibition halos of E. faecalis indicates 
that nitrofurantoin is a viable alternative medication compared to 
Trimix. 
These results are all based on the direct action of the medications on 
the bacteria, which should be the first test to be performed in order to 
assess their antimicrobial activity24. 
However, studies have demonstrated that dentine and presence of 
organic materials can influence the antimicrobial action of some 
medications21,22. In addition, polymicrobial infections and well-

1. Alone di 
inibizione della 

nitrofurantoina (A), 
del Trimix (B) e del 

placebo (C)
1. Halo of inhibition 
of the nitrofurantoin 

(A), Trimix (B), and 
Placebo (C) a b c
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organised biofilms should be considered as well. 
Within this context, further assays should be carried out to analyse 
these factors and thus complement the findings of our study.

CONCLUSION
Nitrofurantoin was found to be effective against E. faecalis present 

sere il primo test da eseguire al fine di valutar-
ne l’attività antimicrobica24. 
Tuttavia, gli studi hanno dimostrato che la denti-
na e la presenza di materiali organici possono in-
fluenzare l’azione antimicrobica di alcuni farma-
ci21,22. Inoltre, è necessario considerare anche le 
infezioni polimicrobiche e i biofilm bene organiz-
zati. In questo contesto, dovranno essere eseguiti 
ulteriori test per analizzare tali fattori e comple-
tare così i risultati del nostro studio.

Conclusioni
La nitrofurantoina è stata giudicata efficace con-
tro l’E. faecalis presente nelle infezioni endodon-
tiche, con un’attività antibatterica superiore ri-
spetto a Trimix.
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