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RESUMEN

La presente investigacion tuvo como objetivo determinar el efecto antibacteriano del
extracto hidroétanolico Myrciaria dubia “camu-camu” en concentraciones de 25% 50%
y 75% y un control positivo con Gluconato de clorhexidine al 0.12% frente al
crecimiento de streptococcus mutans (ATCC 35658). Fue un estudio experimental,
descriptivo, observacional. La muestra estuvo conformada por el grupo placas petri con
la siembra adecuada de la bacteria Streptococcus mutans de 1 a 2x108 (UFC/ml) con las
tres concentraciones del extracto hidroetanolico, para la recoleccién de datos se utilizo
la ficha de recoleccidn de datos. Los resultados mostraron que todas las concentraciones
mostraron halos de inhibicion superiores a 7 mm, que aumentaron directamente
proporcional a la concentracion utilizada y que hubo una diferencia estadisticamente
significativa entre las concentraciones. Se concluye que el extracto hidroetanolico
Myrciaria dubia (camu-camu), si presenta efecto antibacteriano in vitro sobre cepas de
streptococcus mutans (ATCC 35668)

Palabras Claves: Antibacteriano, Myrciaria dubia, Streptococcus Mutans, Inhibicién.



ABSTRAT

The objective of this research was to determine the antibacterial effect of the
hydroquinhanic extract Myrciaria dubia “"camu-camu" in the values of 25% and 75%
and a positive control with 0.12% chlorhexidine gluconate against the growth of
streptococcus mutans (ATCC 35658) The extract was obtained through the fruit
Myrciaria dubia, the susceptibility was made using the Kirby Bauer method (disk
diffusion). For the determination of the minimum inhibitory concentration (MIC). A
sterile swab record was established with the S.Mutans inoculum in Mueller-Hinton-
based blood agar plates where sterile filter paper discotheques were placed in which 25
uL of each grade of the extract were incorporated. Sowed and faced the results of the
extract were subsequently incubated at 37 ° C for 24 hours. It was determined that all
expressions are shown in a halo of inhibition greater than 7 mm, which increases
proportionally to the concentration and there is a statistically significant difference
between them. In addition, the minimum inhibitory concentration was 25%. It was
concluded that the hydrogenated extract Myrciaria dubia (camu-camu), if it has

antibacterial effect in vitro on strains of streptococcus mutans (ATCC 35668)

Key Words: Antibacterial, Myrciaria dubia, Streptococcus Mutans, Inhibition.
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1.1.

INTRODUCCION

La caries dental constituye una de las enfermedades crénicas, de origen
multifactorial que produce la desmineralizacion de los tejidos dentales duros, el
desequilibrio entre factores patologicos y protectores influye en el inicio y
progresion de la cariest. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS), muestra
que entre el 60% y 90% de adolescentes presentan caries dental, sin embargo, en
los adultos el panorama es preocupante ya que un 100% padecen esta condicién,
lo cual muchas veces esto acompariado de dolor y diversas molestias?.

Por otro lado, se sabe que Streptococcus Mutans (S. mutans) se transmite
inicialmente por la madre a través de la saliva durante el proceso de lactancia,
también se sabe que S. mutans se encuentra en la flora oral inmediatamente
después de la erupcion dental.

Si nos situamos en nuestros antepasados, se conoce que el hombre trato de aliviar
muchas de sus dolencias producidas por diversas enfermedades, con los recursos
que tenia a su disposicion y lo que la naturaleza le otorgaba, sin embargo, con el
trascurso del tiempo y el avance de la ciencia se desarroll6 la forma de aliviar
muchas enfermedades, ya sea por medio de plantas medicinales endémicas de
cada region, termino que con el tiempo tomo el nombre de medicina tradicional,
lo cual ha profundizado su estudio frente a algunas enfermedades y poder asi ser
comparado con algunos medicamentos de otro proceder, se puede afirmar
entonces que la fitoterapia aln esta vigente y hoy en dia se pueden obtener
estudios que demuestren cientificamente las bondades que nos puede regalar la
naturaleza®.

Ante esta situacion, en la presente investigacion se determinard el efecto
antibacteriano in vitro del extracto hidroetandlico de Myrciria Dubia “Camu”
frente a Streptococcus mutans mediante el método kirby-bauer o difusion de

disco.

Realidad Problemética.

La caries dental es una enfermedad infecto-contagiosa, una de las principales
causas es el consumo desmedido de aztcar fermentable, lo que lleva a un cambio
en el equilibrio de la flora oral®. Actualmente, muchos bebés sufren de caries,

que es causada por varios factores, como habitos incorrectos de lactancia
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materna, factores ambientales, nivel educativo, mala higiene oral y ninguna
visita al dentista®.

Segun estudios realizados en Latinoamérica, el S. mutans esta asociado con la
formacién de caries dental, por lo que este microorganismo es uno de los
principales factores que originan esta enfermedad en las personas, es importante
indicar que los grados de infeccion por S.mutans aumentan el peligro de tener
caries’.

Ademas, S. mutans genera &cidos que viajan a través de la placa dental hacia el
esmalte poroso, liberando un tipo de reaccion quimica, separando rapidamente
los minerales del esmalte, creando calcio y fosfato, para que luego se propague,
lo que a su vez se extiende fuera del esmalte, lo que se conoce como
desmineralizacion®.

El Ministerio de Salud (MINSA) en el 2013, informé que, en el Peru, alrededor
del 90% sufre de caries dental, ademas de otras enfermedades orales como la
enfermedad periodontal y las malas oclusiones, el 10% de la poblacion ha

perdido entre una o dos piezas dentales debido a la mala higiene bucal®.

Trabajos Previos

Saldarriaga E'% Per(. (2017). Analizo el efecto antibacteriano in vitro de los
extractos de Myrciaria Dubia (camu camu) al 25%, 50%, 75% y 100% en
Streptococcus mutans (ATCC 25175). Se utilizd el extracto de la cascara de
Myrciaria Dubia, con el procedimiento de kirby-bauer y para la concentracion
minima inhibitoria (CMI). Los resultados mostraron que las zonas inhibidoras
aumentaron mas de 8 mm en proporcién a la densidad que se utiliz6 y que hubo
una diferencia estadisticamente significativa entre las concentraciones, ademas
la concentracion inhibitoria méas baja fue de 25%. Se concluye que el extracto
etandlico de Myrciaria Dubia (Camu Camu) tenia un efecto antibacteriano sobre

Streptococcus mutans.

Camere RM.Per(i. (2015). Determino la evaluacion in vitro de los efectos
antibacterianos y citotoxicos del extracto metandlico de la semilla y pulpa de
Myrciaria Dubia (camu camu) en cepas de Streptococcus Mutans (ATCC 25175)
y Streptococcus sanguinis (ATCC 10556). Los resultados demostraron que el
extracto de metanol de las semillas obtuvo méas efecto antibacteriano sobre

Streptococcus mutans. Por otro lado, para el grupo de hemoglobina



Streptococcus, la inhibicién de halo de semillas y extractos de pulpa fue de 19.21
mm y 19.34 mm. Para ambas cepas, la concentracion inhibitoria minima del
extracto de pulpa fue de 125 pg/ml, e incluso a bajas concentraciones, se estudio
la actividad antibacteriana de las semillas. Se concluye que los extractos tienen

efectos antibacterianos en las cepas.

Lopez E2. Perd. (2017). Evaluo el efecto antibacteriano del fruto de Myrciaria
Dubia, Citrus Grandis y Citrus Reticula sobre Escherichia Coli y Salmonella
Tiphy, los resultados confirmaron que cuando se usé el zumo de Eucommia
ulmoides para combatir E. coli, la supresion del halo fue de 16.90 mm, mientras
que Salmonella fue de 11.19 mm. Para el jugo de citricos, el halo de inhibicion
del crecimiento de E. coli fue de 14,52 mm y Salmonella typhimurium fue de
17,10 mm. También que los citricos reticulados no producian un halo suprimido
en el crecimiento de E. coli. Se concluye que la Eucommia ulmoides y jugo de
citricos grandes tienen un efecto inhibitorio sobre el crecimiento de Escherichia
coli y Salmonella, y los citricos reticulados no tienen actividad antibacteriana

significativa contra estos microorganismos.

Moromi H*3, et al, Pert. (2014). Establecid la eficacia in vitro del extracto
hidroalcohdlico en cepas patrones ATCC de S.mutans y Porphyromona
gingivalis. Los resultados in vitro indican que el enjuague bucal fue efectivo en
los 10 pacientes, lo que fue significativa en la reduccion de la flora microbiana
en la saliva hasta 10 minutos, y notaron la recuperacion de dicha flora en el
numero total de microorganismos después de 30 minutos. Streptococcus mutans
en agar de soja Tripticasa y agar de péptido salivarius de Streptococcus mutans.
Solo hubo una diferencia significativa en los recuentos de Streptococcus mutans.
En conclusion, existe evidencia de que Myrciaria dubia tiene efectos

antibacterianos in vitro e in vivo.

Solano X“.et al, Ecuador. (2016). Identifaron el efecto inhibor de streptococcus
mutans en el crecimiento bacteriano in vitro mediante el uso de extractos: acuoso
y oleoso de Rosmarinus officinalis. Se evaluo la accion antimicrobiana de S.
mutans ATCC 25175 a traves de técnica de difusion de discos en medio solido.

Los resultados mostraron que el extracto oleoso producido produjo un halo de

3
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supresion promedio de 11.93 mm (p <0.001), mientras que el pico de supresion
promedio de clorhexidina fue de 16.13 mm (p <0.001). No se encontrd
diferencias entre el extracto oleoso y la clorhexidina (p> 0.05). La conclusion es
que el extracto acuoso de romero no tiene efecto antibacteriano en S. mutans, y
el extracto oleoso de romero tiene efecto antibacteriano en S. mutans, similar a

la clorhexidina.

Teorias relacionadas al tema.

La microbiota

Son microorganismos contituidos por cocos Gram positivos anaerobios
facultativos y Streptococcus, una microbiota estreptocdcica parecido a la de la
mucosa yugal. Por otro lado, también se situan en varias partes del cuerpo, como
los labios que son una zona de transicion de la piel y las mucosas estan
colonizadas por microbiota cutdnea como el estafilococo epidermidis, hay
bacterias en el paladar duro. Las bacterias de la encia estan relacionadas con la
placa coronal lisa en la unién dentogingival y el tracto respiratorio superior como

haemophilus, corynebacterium y especies de neisseria®®.

La saliva

Es una secrecion proveniente de las glandulas salivales mayores como parotida,
sublingual y submandibulares en un 93% y de las glandulas salivales menores
un 7%. Su funcién antibacteriana esta dada por las enzimas y proteinas salivales,
que se absorbe de diferente manera sobre los microorganismos, brinda defensa
para la integridad de la mucosa en conjunto con la accién muscular de la lengua,
labios y carrillos, conservando la higiene en areas accesibles de la cavidad bucal,
pero una de las funciones més importantes es la accion amortiguadora, tampon

o buffer, que admite que el pH salival se mantenga en equilibrio®®.

Pelicula adquirida

Es el periodo inicial del desarrollo de la biopelicula en la que las lectinas
(péptidos proteicos) reconocen y fijan los residuos de glicina. En la pelicula
comprada, estas articulaciones son producidas por fimbrias (procesos cortos,
finos y numerosos que presentan diferentes bacterias) y las proteinas de la

superficie de algunos microorganismos®’.



1.3.4. Lacaries dental
Es una disbiosis, generado por el consumo excesivo de azlcar. Es una de las
enfermedades infecciosa y transmitibles mas comun entre la poblacion, la cual
se manifiesta a través de un proceso de desequilibrio molecular generando la
desmineralizacion de la superficie dental, esta condicidn genera cavidades que
pueden llegar a afectar la dentina, la pulpa, estimulando la destruccién completa

de la pieza dentaria®.

Principales microorganismos relacionados a la caries dental

Incluyen Streptococcus mutans (S. mutans), S. sobrinus, Actinomyces spp y
Lactobacillus spp. Se ha informado que estas especies cariogénicas permanecerian
constantes independientemente de la edad de los sujetos. Durante afios, S. mutans
fue la causa mas importante de caries dental. Su papel patogénico fue el comienzo
de la desmineralizacion del esmalte dental en la caries coronal y la superficie de
la raiz en la caries radicular®®.

e Streptococcus mutans, Es un microorganismo relacionado con la aparicién de

caries dental, ocupa un papel importante al comienzo de la desmineralizacion. No
siempre esta aislado antes del desarrollo de las lesiones, y también puede
producirse en areas sin caries dental®,
Vias de transmision de S. mutans, La transmision de madre a hijo se ha incitado
como la ruta principal para adquirir Streptococcus mutans, entre los nifios y sus
cuidadores, comparieros y las escuelas. Por esta razon, la caries dental se ha
definido como contagiosa durante muchos afios®®.

e Actinomyces, son bacilos filamentosos grampositivos, anaerobios y
heterofermentativos, que se origina de una mezcla de acidos organicos?.

e Lactobacillus, Son bacterias Gram-positivas, bacterias anaerobias facultativas,
acidas y acidas, y un valor de pH cercano a 5 es favorable para su crecimiento y
el inicio de su actividad proteolitica®.

e Bifidobacterium, Pertenece a la familia Bifidobacteriaceae. Tisser los aisl6 por
primera vez en 1899 de las heces de los bebés que amamantan. En este punto se
les dio el nombre de Bacillus bifidus ya que su morfologia y fisiologia de
Lactobacillus spp forman gran parte del siglo XX. Son grampositivos,

anaerdbicos, acidos y acidos, polimérficos, no mdviles y no forman esporas?%,
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Myrciaria dubia “Camu Camu”

Es un fruto de la regién amazdnica que contiene acido ascérbico (vitamina C),
fruta tropical que se distribuye principalmente en Bolivia, Brasil, Colombia,
Ecuador, Per(i y Venezuela®.

El camu camu es una gran fuente de minerales como el potasio, sodio, calcio,
entre otros, y por su alto contenido de vitamina C, favorece a la formacién de

colageno 27 %8,

Compuestos fendlicos
Las actividades biologicas de los polifenoles han llamado la atencidn porque han

probado ser efectivas para prevenir enfermedades relacionadas con el estilo de
vida y mantener la salud humana?®.

Formas de uso

Su principal uso es en la industria farmacéutica para la elaboracion de capsulas
de vitaminas y frutas secas para la fabricacion de capsulas de vitaminas para
preparar jugos de frutas y helados caseros, y frutas y verduras procesadas para
producir néctar, pulpa, mermeladas e incluso bebidas alcoholicas. Los
cosméticos se usan como antioxidantes médicos debido a sus propiedades
colorantes, que pueden prevenir enfermedades como el cancer, enfermedades
cardiacas, estrés y energia muy saludable, y también promueven la absorcion de

nutrientes®.

Medicina alternativa

Estos son tratamientos que se han desarrollado fuera de la medicina occidental
tradicional o convencional para aplicarse a ciertas enfermedades o al bienestar
general. Estas terapias tienen efectos beneficiosos y no han pasado por el
desarrollo necesario de la evaluacion de eficacia y seguridad después de la cual
se somete a la medicina convencional®.

Fitoterapia

En 1978, la OMS definid estos conceptos como una "planta medicinal”,
cualquier planta que contenga sustancias en sus componentes que puedan usarse
para fines terapéuticos o que sean precursores de la sintesis semiquimica-

farmacéutica®.



1.3.9. Medio de cultivo

1.3.9.1.

1.3.9.2.

1.4.

1.5.

Es una técnica de laboratorio, que consta de una solucién que contiene
nutrientes, factores de crecimiento y otros componentes que permiten las
condiciones el desarrollo de los microorganismos. Existe diversidad de medios

de cultivo, lo cual se adecua para todos .

Componente de un medio de cultivo
Contienen una fontana de carbono, e general son azlcares simples como glucosa,
lactosa, pero también hay algunos organismos que usan CO2. También tienen
una fuente de nitrégeno que generalmente usan las proteinas parcialmente

hidrolizadas, como las peptonas®.

Medios mas utilizados®®
o Agar nutritivo

Es el medio més usado para todo tipo de bacterias, de gran utilidad porque
permanece sOlido aun a temperaturas mas altas. Ademads, se utiliza para
procedimientos de andlisis de alimentos, agua y otros.

. Agar sangre

Es la mezcla del agar nutritivo con 5% sangre ovina. Utilizada para
investigaciones de diferentes tipos de hemolisis, empleada también para el
crecimiento de estreptococos.

o Agar Mueller Hinton

Es un medio de cultivo utilizado comunmente para realizar pruebas de
susceptibilidad a antibidticos.

o Agar cerebro corazén

Es un medio de cultivo solido, rico en nutrientes que proporciona un desarrollo
microbiano adecuado, empleado como hemocultivo, o medio base para pruebas

metabolicas.

Formulacion del Problema.

¢, Cual es el efecto antibacteriano in vitro del extracto hidroetanolico de Myrciria
dubia “Camu Camu” frente Streptococcus Mutans ATCC 356687

Justificaciéon e importancia del estudio.

Es de vital importancia conocer que hasta el dia de hoy la caries dental sigue
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siendo considerada como una de las principales causas de la consulta y la mas
prevalente en el mundo y que estd muy relacionada con factores socioculturales,
econdémicos, ambientales y de comportamiento, que afectan del 60% al 90% de
la poblacién.

Hoy en dia el uso terapéutico de la medicina alternativa, como sustitutas de las
medicinas farmacéuticas convencionales a tomado mayor importancia en la
sociedad y por investigadores para demostrar cientificamente sus efectos
descritos, ya que con el tiempo han ido en aumento los estudios que avalen los
efectos farmacoldgicos de muchas plantas y frutos.

La importancia de este trabajo se debe a que existen diversos estudios acerca del

(13

efecto de “ camu camu” sobre un gran numero de bacterias pero existe
informacion limitada acerca del extracto hidroetandlico de Myrciria dubia
“Camu Camu” Frente Streptococcus Mutans, al demostrar que el efecto
antibacteriano de dicho fruto es positivo y significativo, servira para en un futuro
poder realizar otros estudios mas complejos para crear colutorios, dentrifricos y
materiales dentales que contengan este componente, asimismo incentivaran a
realizar otros estudios para enfrentar este extracto a otras bacterias u hongos de

importancia odontolégica.

Hipotesis

Ho: El extracto hidroetandlico de Myrciria dubia “Camu Camu” al 25% no tiene
efecto antibacteriano in vitro frente a S. mutans.

Hai: El extracto hidroetandlico de Myrciria dubia “Camu Camu”25% si tiene

efecto antibacteriano in vitro frente a S. mutans.

Ho: El extracto hidroetandlico de Myrciria dubia “Camu Camu” al 50% no tiene
efecto antibacteriano in vitro frente a S. mutans.
H2: El extracto hidroetandlico de Myrciria dubia “Camu Camu” 50% si tiene

efecto antibacteriano in vitro frente a S. mutans.

Ho: El extracto hidroetandlico de Myrciria dubia “Camu Camu” al 75% no tiene
efecto antibacteriano in vitro frente a S. mutans.
H3: El extracto hidroetandlico de Myrciria dubia “Camu Camu”75% si tiene

efecto antibacteriano in vitro frente a S. mutans.
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Objetivos

Objetivo general

Determinar el efecto antibacteriano del extracto hidroetanolico de Myrciria
Dubia “camu camu” frente a S. mutans ATCC 35668

Objetivos especificos

Determinar el efecto antibacteriano in vitro del extracto hidroetanolico de
Myrciria Dubia “camu camu” frente streptococcus mutans al 25%.
Determinar el efecto antibacteriano in vitro del extracto hidroetandlico de
Myrciria Dubia “camu camu” frente streptococcus mutans al 50%.
Determinar el efecto antibacteriano in vitro del extracto hidroetandlico de

Myrciria Dubia “camu camu” frente streptococcus mutans al 75%.
Controles
Controles para la susceptibilidad

e Se empled como control positivo, disco de clorhexidina al 0.12%.
¢ No se empled control negativo debido a que en la metodologia utilizada

en los trabajos previos solo utilizaron el control positivo.



METODO

2.1. Tipoy Disefio de Investigacion.
Cuantitativa, experimental.
2.2.  Variables, Operacionalizacion.
2.2.1. Variable Independiente:
Extracto de hidroetandlico de Myrciria dubia “camu camu”
2.2.2. Variable Dependiente:
Efecto antibacteriano
Técnicae
Definicién Definicion Tipo de instrument
Variables Conceptual Operacional variable Dimensiones Indicadores ode
recoleccion
de datos
Capacidad Se calculara
de una | mediante un
sustancia valor Halo de inhibicion
para impedir | numérico nula (-) menor o
el obtenido cuantitativa igual 8 mm;
Variable crecimiento | midiendo el sensibilidad  limite
Dependiente: | de una | halo de Crecimiento | (sensible = +) de 9 a | Método de
Efecto bacteria . inhibicion se de 14 mm; media Kirby-bauer
antibacteriano que Streptococcu | (muy sensible = ++)
sobre encontrara por s mutans de 15a19 mm
S. mutans cada Sumamente sensible
concentracion (S.S. = +++) si sera
evaluada®’ igual o superior a 20
mm.
. Esencia o | El extracto
Variable . ., . .
. disolucion obtenido sera
Independiente o
. concentrada | diluido en
.Concentracic’)n de una | distintas Ebullicié
sustancia concentracion | cuantitativa Concentraciones ufiicion
del . , . . 0 Maceracién
obtenida de [es y asi se hidroetandlic | 75 % o
Extracto . Dilucién
.. | otra evaluara en 0 50%
de Myrciria 0 doble
) 2 que 25% .
Dubia camu ., seriada
» concentracion
camu .
hay mas
efecto
antibacteriano
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2.3.

2.4,

Poblacion y muestra.

La poblacion estuvo contituida por el grupo placas petri con la siembra adecuada
de la bacteria Streptococcus mutans de 1 a 2x108 (UFC/ml) con las tres
concentraciones del extracto hidroetanolico del fruto Myrciaria dubia “camu
camu”, realizadas en el laboratorio de investigacion de la Facultad de Ciencias
de la Salud.

Por recomendacion del especialista en microbiologia, y del estadistico se realizé
un muestreo no probabilistico, en lo se determiné realizar 15 placas petri :
constituidos por 1 concentracién madre de extracto hidroetanolico diluida en 3
concentraciones de extracto hidroetanolico al 25%, 50%, 75% , 1 cepa de
Streptococcus Mutans ATCC35668 v se realizd 15 repeticiones, se obtuvo 45
unidades experimentales.

Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos, validez y confiabilidad.
Técnica de recoleccion de datos: ficha de recoleccion de datos

Se utilizé una ficha de recoleccion de datos (anexo 1) elaborada por el
investigador, la cual consistio en un cuadro en el que se indicé el nimero de
placa petri con la cepa de Streptococcus mutans ATCC. 35668, el extractd
hidroetandlico de Myrciaria dubia subdividido en concentraciones al 25%, 50%
y 75%, el cual tuvo un control positivo con clorhexidina al 0.12%.

Recoleccion de datos

Se presentd la debida autorizacion a las autoridades de la Universidad Sefior de
Sipan para realizar los procedimientos en el laboratorio de FACCSA (Anexo2).
El procedimiento se inicidé con la desinfeccion del fruto de Myrciaria dubia
“camu camu”, el cual fue desinfectado con alchol de 96 °, posteriormente al
fruto se le agrego 100 ml de agua destilada y % litro de etanol la mezcla fue
traslada en un recipiente estéril a un sonicador durante 8 horas aprox.

Luego con el extracto obtenido se llevé a un centrifuga durante 60 RPM x 100
en un tiempo de 5 minutos esto se realizo para obtenido un extracto filtrado libre
de impurezas.

Posteriormente se Ilevo a cabo el extracto filtrado a un rota vapor a 70° x 1 h, lo
cual nos dio un extracto purificado libre de etanol.

El extracto en estado liquido se preservo en refrigeracion a 2°C en un recipiente

de vidrio, hasta su reactivacion.
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2.5.

La concentracion Stock estuvo preparada por 20 ml de extracto purificado, asi
mismo durante el procedimiento de dilucién doble seriada, se calcularon 3
diluciones, lo cual fueron distribuidas en discos de papel filtro en la superficie
de placa petri.

Las colonias de Streptococcus mutans se seleccionaron de dos a cinco colonias
aisladas del mismo tipo morfol6gico y en la parte superior de cada colonia se
colocd a una botella estéril con 4-5 ml de suero fisiol6gico, se midid la turbidez
al 0.5 del estdndar de McFarland.

Después de 15 minutos se ajustd la turbidez de la suspension de indculo, por
medio de una torunda estéril sumergida en ella. Se roto con un hisopo varias
veces y se presiono contra la pared interna del tubo. Este procedimiento se repitio
dos 0 més veces, girando la placa aproximadamente 60°.Finalmente se paso
sobre los bordes del agar, colocando los discos de papel de filtro en la superficie
del agar. Se dejé reposar durante 30 minutos para luego ser incubadas a 36 ° C,
durante 24 horas.

Luego de las 24 horas de incubacion, se observé cada placa cada placa, para
luego ser medidos con una regla en milimetros e interpretados segun
orientaciones del CLSI (Clinical Laboratory Estandar Institute)3e.

Valides y confiabilidad.

Para el presente estudio se realizo la validacion del instrumento atreves de una
constancia de calibracién por parte de un especialista(anexo3). La confiabilidad
esta demostrada por un estudio, cuyo resultado de la prueba piloto dio un efecto
inhibitorio al 50% y 75%. Del extracto hidroetandlico Myrciaria dubia (anexo
3)

Prueba piloto: se realizé la prueba T-student 6 x 1 x 1 x 3 (que significa dos
repeticiones una especie, un extracto y tres concentraciones) y para evaluar la

significancia la prueba de cohen. (Anexo 04)

Procedimiento de analisis de datos.

T- student Para determinar la relacion del efecto antibacteriano del extracto de
Myrciria Dubia “camu camu” en el crecimiento bacteriano, se realizara la prueba
T- student de 15 x 1 x 1 x 3 (cinco repeticiones, una especie, un extracto y 3

concentraciones) y para evaluar la significancia la prueba de cohen,
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2.6.

2.7.

Chi-cuadrado: Es la prueba de hipotesis que relaciona la distribucion de los
datos con una distribucion esperada de la informacion.
Alfa de conbrach Es un promedio ponderado de las correlaciones entre las

variables.

Aspectos éticos.
Se considero6 la bioseguridad, con respecto a su inactivacion de los medios con

Streptococcus mutans, mediante auto clavado a una temperatura de 121 °C a 1
atm de presion a lo largo de 15 minutos, con la finalidad de evitar su
propagacion; no fue necesario un consentimiento informado por ser un estudio

experimental.

Aporte cientifico

En el analisis donde se evaluo el efecto antibacteriano in vitro del extracto
hidroetanolico de Myrciaria dubia contra Streptococcus mutans ATCC 35668, el
extracto se obtuvo exponiéndolo a un sonicador durante 8 horas para agitar las
particulas con una corriente eléctrica que manda su energia a Un plan mecanico
qgue lo cambio en vibraciones de alta magnitud que generaron ondas de
ultrasonido para poder romper las paredes celulares y obtener una mezcla
homogénea, asi mismo este proceso se encargo de cada uno de los componentes
del extracto a utilizar y por otro lado seria un método mas rapido y para obtener

un extracto purificado, se utilizé una Rota de vapor.
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I11.  RESULTADOS.

Tablas y figuras Tabla 1

Efecto bacteriano in vitro del extracto hidroetandlico de Myrciria Dubia “Camu
camu” frente Streptococcus Mutans al 25%

Diferencias relacionadas t gl Sig.
Media Desviacion Error tip. 95% Intervalo de (bila
tip. de la media confianza para la teral
diferencia )
Inferior Superior
Control - 25,0%  -14,75 2,489 ,557 -15,915 -13,5685 -14,909 19 ,000

Fuente: Datos obtenidos por el investigador
Se observa que una desviacion media promedio de 16,0 con una desviacion de 0,459.

Ademas de una significancia menor a 0,05.

N Media Desviacién p dde

estandar Cohen
Concentracion del Casos 20 1,25 2,337 -10,75
extracto 25% Controles 20 16,0 ,459 .000

Fuente: Datos obtenidos por el investigador

En la tabla anterior se observa que, la aplicacién bacteriano in vitro del extracto
hidroetandlico de Myrciria Dubia “Camu camu” hizo efecto positivo frente a S. mutans
ATCC 35668 al 25% ;es decir es altamente significativo p < 0.05. Siendo corroborado

por la prueba d de cohen cuyo efecto del tamafio es muy alta (d = -10.75)
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Tabla 2
Efecto bacteriano in vitro del extracto hidroetandlico de Myrciria Dubia “Camu
camu” frente Streptococcus Mutans al 50%

Diferencias relacionadas t gl Sig.
Media Desviacion Error tip. 95% Intervalo de (bila
tip. de la media confianza para la teral
diferencia )
Inferior Superior
Control — 50,0% 4,100 1,071 ,240 3,599 4,601 3,118 19 ,000

Fuente: Datos obtenidos por el investigador
Se observa que una desviacién media promedio de 4,10 con una desviacion de 1,071 con

una significancia menor a 0,05

N Media Desviacion p d de

estandar Cohen
Concentracion del Casos 20 11,90 0,788 .001 -6,575
extracto 50% Controles 20 16,00 0,459 .000

Fuente: Datos obtenidos por el investigador

En la tabla anterior se observa que, la aplicacion bacteriano in vitro del extracto
hidroetandlico de Myrciria Dubia “Camu camu” hizo efecto positivo frente a S. mutans
ATCC 35668 al 50%, ademas es altamente significativo p < 0.05. Siendo corroborado

por la prueba d de cohen cuyo efecto del tamafio es muy alta (d = -6.71)
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Tabla 3
Efecto bacteriano in vitro del extracto hidroetanélico de Myrciria Dubia “Camu

camu” frente Streptococcus Mutans al 75%

Diferencias relacionadas t gl Sig.
Media Desviacion Error tip. 95% Intervalo de (bila
tip. de la media confianza para la teral
diferencia )
Inferior Superior
Control - 75,0% ,400 1,429 ,320 ,269 1,349 1,252 19 ,000

Fuente: Datos obtenidos por el investigador
Se observa que una desviacion media promedio de 0,400 con una desviacion de 1,429

con una significancia menor a 0,05

N Media Desviacion p d de

estandar Cohen
Concentracion del Casos 20 16,40 0,642 .001 0,887
extracto 75% Controles 20 16,00 0,259 .000

Fuente: Datos obtenidos por el investigador

En la tabla anterior se observa que, la aplicacién bacteriano in vitro del extracto
hidroetandlico de Myrciria Dubia “Camu camu” hizo efecto positivo frente a S. mutans
ATCC 35668 al 75%, ademas es altamente significativo p < 0.05. Siendo corroborado
por la prueba d de cohen cuyo efecto del tamafio es muy alta (d = 0,887)
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Tabla 4
Efecto bacteriano in vitro del extracto hidroetandlico de Myrciria Dubia “Camu

camu” frente Streptococcus Mutans

Diferencias relacionadas t gl Sig.
Media Desviacion Error tip. 95% Intervalo de (bila
tip. de la media confianza para la teral
diferencia )
Inferior Superior
General 6,400 ,821 ,184 ,269 1,069 1,052 19 ,000

Fuente: Datos obtenidos por el investigador
Se observa que una desviacion media promedio de 0,400 con una desviacion de 1,429

con una significancia menor a 0,05

N Media Desviacion p d de

estandar Cohen
Concentracion del Casos 20 16,40 0,642 .001 0,887
extracto 75% Controles 20 16,00 0,259 .000

Fuente: Datos obtenidos por el investigador

En la tabla anterior se observa que, la aplicacién bacteriano in vitro del extracto
hidroetandlico de Myrciria Dubia “Camu camu” hizo efecto positivo frente a S. mutans
ATCC 35668 al 75%, ademas es altamente significativo p < 0.05. Siendo corroborado
por la prueba d de cohen cuyo efecto del tamafio es muy alta (d = 0,887)
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3.1.

Discusién de resultados.

El uso terapeutico de la medicina alternativa como sustituto de las drogas
convencionales se ha vuelto més importante en la sociedad actual y por
investigadores para demostrar cientificamente sus efectos, ya que con el tiempo
han ido en aumento los estudios que avalen los efectos farmacoldgicos de muchas
plantas y frutos.

Por esta razon, la presente investigacion evalud in vitro el efecto antibacteriano
del extracto hidroetandlico de Myrciaria dubia contra S.mutans, y se encontré que
las concentraciones 75% y 50% tenian un efecto antibacteriano significativo.

Sin embargo, la investigacion de Saldarriaga E% Muestran que los halos de
inhibicion son superiores a los 8 mm y que hubo diferencia estadisticamente
significativa entre las concentraciones, también la concentracién minima
inhibitoria fue de 25%. concluyendo que si presentan efecto inhibitorio, lo cual

coincide con mi investigacion.

Tambien se obtuvo un efecto inhibitorio ante Streptococcus mutans, también
presento una diferencia en que el halo minimo que obtuvimos fue de 6 mm
dandonos que al 25% no se obtuvo efecto inhibitorio, dicha diferencia se podria
presentar por el fruto ya que solo utilizo la cascara y etanol y en mi presente

investigacion usamos todo el fruto y extracto hidroetanolico.

Por otro lado, Camere R!. demostré que el extracto metanolico de la semilla
hubo mayor resultado antibacteriano sobre el Streptococcus mutans con halos de
21.36 mm, mientras que la pulpa tuvo 16.20 mm, la concentraciéon minima
inhibitoria del extracto de la pulpa fue de 125 pg/ml para las dos cepas. Lo cual
coincide con mi estudio ya que, si obtuvimos un efecto antibacteriano ante
Streptococcus mutans, la diferencia se encontrd al momento que no se podia
comparar los halos de concentracion ya que los parametros de la investigacion de
Camere R son diferentes debido a que el comparo el efecto de los componentes

del fruto y en mi busqueda se comparé concentraciones 25%,50% Y 75%.

Lopez E*2. Demostro que el efecto del zumo de Myrciaria dubia y Citrus grandis

tienen efecto inhibitorio del desarrollo de Escherichia coli y Salmonella tiphy,
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Citrus reticulata no mostro eficacia antibacteriana importante en los
microorganismos, que al comparar los resultados del presente estudio se encontro
que el extracto de Myrciaria dubia presenta efecto antibacteriano tanto en

bacterias Gram +y Gram —.

Moromi H:. En su estudio evidencio el efecto antimicrobiano del Myrciaria dubia
tanto in vitro como in vivo. Similar a mis resultados ya que el efecto del extracto
de Myrciaria dubia aumento a efectividad de acuerdo a las concentraciones. Por
otro lado, Solano X*. Demostro que el extracto acuoso de romero no tiene efecto
antibacteriano en S. mutans, y el extracto oleoso de romero tiene efecto
antibacteriano en S. mutans y el efecto es similar a la clorhexidina. Debido a que

el fruto del extracto es diferente, lo que al comparar con mi estudio no fue similar.
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V.

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

CONCLUSION
El extracto hidroetandlico de Myrciaria dubia” frente a S. mutans ATCC 35668 si

tiene un efecto antibacteriano.

El extracto hidroetandlico de Myrciria Dubia “Camu camu” hizo efecto positivo
frente a S. mutans ATCC 35668 al 75%, ademas es altamente significativo p <
0.05. Siendo corroborado por la prueba d de Cohen cuyo efecto del tamafio es

muy Alta

El extracto hidroetandlico de Myrciria Dubia “Camu camu” ” hizo efecto positivo
frente a S. mutans ATCC 35668 al 50%, ademas es altamente significativo p <
0.05. Siendo corroborado por la prueba d de Cohen cuyo efecto del tamafio es

muy alta
El extracto hidroetanolico de Myrciria Dubia “Camu camu” no hizo frente a S.

mutans ATCC 35668 al 25%, es decir no fue significativo p > 0.05. Siendo

corroborado por la prueba d de cohen cuyo efecto es insignificante (d = -49,297)
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RECOMENDACIONES

El extracto hidroetandlico de Myrciaria dubia puede ser en el futuro de mucha
consideracién en el campo odontoldgico si se estudian por separados sus

componentes quimicos para asi determinar su relevancia de cada uno de ellos.

Ejecutar estudios con otro tipo de bacterias de consideracion odontoldgica para

poder determinar si el extracto hidroetandlico de Myrciaria dubia tiene efecto.
Realizar estudios con hongos de importancia odontoldgica para poder

determinar si el extracto hidroetandlico de Myrciaria dubia no sélo tiene efecto

antibacteriano sino también anti fangico.
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ANEXOS

ANEXO N°01

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

STREPTOCOCCUS Extracto hidroetandlico de Myrciaria | Control positivo
MUTANS Dubia Clorhexidina
0.12%

75% 50% 25%

Placal

Placa 2

Placa 3

Placa 4

Placa 5

Placa 15
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ANEXO N°03

1. Autor : César Gustavo Pasco Pérez.
2. Administracion y Clasificacion:

Se administro utilizando los siguientes materiales:

¢ Hoja de Respuesta

e Lapiz o lapicero

¢ Regla milimetrica
3. Baremacion . Autor

4. Prueba Piloto:

Control positivo

25% 50% 75% .
clormexidina

1 7 12 15 16
2 6 12 16 16
3 5 12 18 15
4 3 11 15 16
5 4 11 16 16

5. Consistencia Interna
Para determinar la confiabilidad del instrumento se aplicd la consistencia interna

dada por el método del alfa de Cronbach, el mismo que se define como:

K ZVi
a= 1-——
K-1 M

Donde:
a = Alfa de Cronbach
K = NUmero de items

Vi = Varianza de cada Item
V: = Varianza total

Luego para el instrumento conocimiento tiene una consistencia interna de:

Alfa de Cronbach N de elementos

,758 5
Entonces podemos indicar que el instrumento es altamente confiable
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ANEXO N° 04
Prueba de hipdtesis
Prueba de hipdtesis
Ho: El extracto hidroetanolico de Myrciria Dubia “Camu Camu” al 25% no tiene efecto
antibacteriano in vitro frente a S. mutans.
Hai: El extracto hidroetanoélico de Myrciria Dubia “Camu Camu”25% si tiene efecto

antibacteriano in vitro frente a S. mutans.

Nivel de significancia

a=0,05

gl=3-1)(3-1)=4

Prueba estadistica

Aplicaremos la comparacion de valores paramétricos ubicados en la tabla Chi cuadrado

segun lo planteado en la hipotesis

e-xysel

Donde
Oies el valor observado

ei es el valor esperado

Pruebas de chi-cuadrado

Valor gl Sig. asintotica

(bilateral)

Chi-cuadrado de Pearson 0,556 4 ,968
N de casos validos 20

Se probara la hipotesis nula Ho, para esto se aprecia que el valor de la prueba estadistica
Chi cuadrado calculado = 0,556 es menor que el valor de Chi cuadrado tabulado = 9,4877,
por lo que se acepta la hipotesis nula, concluyendo el extracto hidroetandlico de Myrciria

Dubia “Camu Camu”25% no tiene efecto antibacteriano in vitro frente a S. mutans.
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Ho: El extracto hidroetanolico de Myrciria Dubia “Camu Camu” al 50% no tiene efecto
antibacteriano in vitro frente a S. mutans.

H2: El extracto hidroetandlico de Myrciria Dubia “Camu Camu” 50% si tiene efecto
antibacteriano in vitro frente a S. mutans.

Nivel de significancia

a=0,05

gl=(4-1)3-1)=6

Prueba estadistica

Aplicaremos la comparacion de valores paramétricos ubicados en la tabla Chi cuadrado

segun lo planteado en la hipotesis

e-xysel

Donde
Oies el valor observado
ei es el valor esperado

Pruebas de chi-cuadrado

Valor gl Sig. asintotica

(bilateral)

Chi-cuadrado de Pearson 13,148 6 ,000
N de casos validos 20

Se probara la hipotesis nula Ho, para esto se aprecia que el valor de la prueba estadistica
Chi cuadrado calculado = 13,148 es mayor que valor de Chi cuadrado tabulado = 12,592
por lo que se rechaza la hipétesis nula, concluyendo el extracto hidroetandlico de Myrciria

Dubia “Camu Camu” 50% si tiene efecto antibacteriano in vitro frente a S. mutans.
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Ho: El extracto hidroetanodlico de Myrciria Dubia “Camu Camu” al 75% no tiene efecto
antibacteriano in vitro frente a S. mutans.

H3: El extracto hidroetanolico de Myrciria Dubia “Camu Camu”75% si tiene efecto
antibacteriano in vitro frente a S. mutans.

Nivel de significancia

a=0,05

gl=(4-1)3-1)=6

Prueba estadistica

Aplicaremos la comparacion de valores paramétricos ubicados en la tabla Chi cuadrado

segun lo planteado en la hipotesis

e-xysel

Donde
Oies el valor observado
ei es el valor esperado

Pruebas de chi-cuadrado

Valor gl Sig. asintotica

(bilateral)

Chi-cuadrado de Pearson 17,188 6 ,000
N de casos validos 20

Se probara la hipotesis nula Ho, para esto se aprecia que el valor de la prueba estadistica
Chi cuadrado calculado = 17,188 es mayor que valor Chi cuadrado tabulado = 12,592 por
lo que se rechaza la hipétesis nula, concluyendo el extracto hidroetandlico de Myrciria

Dubia “Camu Camu” 75% si tiene efecto antibacteriano in vitro frente a S. mutans.
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ANEXO N° 05

CERTIFICADO DE CEPA DE STREPTOCOCCUS MUTANS ATCC

A . . .
O Microbiologics
Certificate of Analysis: Lvophilized Micreorganism Sgeciﬁcat}cn and Performance Upon Release

Specifications Expiration Date: 2019/9/30

Microorganism Name: Streptococcus mutans Release Information:

Catalog Number: 0969 Quality Control Technologist: Kieshia L Negen
Lot Number: 969-49** Release Date: 2017/12/6

Reference Number: ATCC® 35668 ™*

Purity: Pure

Passage from Reference: 3

Performance
Macroscopic Features: Medium:
Small, circular, white to translucent. SBAP
Microscopic Features: Method:
| Gram positive cocci in medium or long chains. Gram Stain (1)
1D System: MALDI-TOF Other Features/ Challenges: Resuits
See attached ID System results document. (1) Catalase (3% Hydrogen Peroxide): negative

Amanda Kuperus

Quality Control Manager

AUTHORIZED SIGNATURE

**Disclaimer: The last digit(s) of the lot number appearing on the product label and packing slip are merely a packaging event number. The lot number displayed on this

certificate is the actual base lot number,

Note for Vitek®: Although the Vitek® panel uses many conventional tests, the unique envi of the card ined with the short i eriod, m
ProuCe resuits that aitar fram publoead ressRamany;conventional tests, the uniq d o o

.1, Refer to the enclosed product insert for instructions, intended use and hazard/safety information.

Individual products are toa culture

ACCREDITED,

REFERENCE MATERIAL PRODUCER
CERT #2655.02

*) The ATCC Licensed ivative Emblem, the ATCC Licensed Derivative word mark and the ATCC catalog marks are
ATCC Lice ' 0 lmﬁ‘e'g\arks o iT(fC. Ei?gr;b{‘ulogE:cs, ‘Inc. is I?censed to use these trademarks and to sell products de‘r:%edogrom A1§CC®
De ) cultures,

(1) These tests are accredited to ISO/IEC 17025:2005,

lACCREDITEDl

TESTING CERT #2655.01

© 2012 Microbiologics, Inc. All Rights Reserved. 200 Cooper Avenue North Saint Cloud, MN 56303 Page 1 of 1 DOC.286
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ANEXO N°06

OBTENCION DEL EXTRACTO HIDROETANOLICO MYRCIARIA DUBIA

TRITURACION DEL FRUTO MACERADO EN ETANOL AL 100%
Myrciaria Dubia

Myrciaria Dubia

SONICATORS CENTRIFUGADO DEL EXTRACTO
Myrciaria Dubia Myrciaria Dubia
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ROTAVAPOR A 70 ° CENTIGRADOS
Myrciaria Dubia

EXTRACTO PURIFICADO
Myrciaria Dubia
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ANEXO N°07

AGAR BASE MUELLER HINTON
Myrciaria Dubia

PESADO DE AGAR MUELLER HINTON
Myrciaria Dubia

PESADO DE AGAR MUELLER HINTON
Myrciaria Dubia

AGAR MUELLER HINTON
Myrciaria Dubia
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ANEXO N°08

MATERIAL ESTERIL
Myrciaria Dubia

CABINA PARA SEGURIDA BIOLOGICA
Myrciaria Dubia

PLACAS PETRI CON AGAR SANGRE
Myrciaria Dubia

PLACAS PETRI CON AGAR SANGRE
Myrciaria Dubia
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SEMBRADO DEL INOCULO EN PLACAS CON AGAR SANGRE
Myrciaria Dubia

ALY
P nnnal

DISCOS SEGUN LA CONCENTRACION
Myrciaria Dubia

CONCENTRACIONES DEL EXTRACTO
Myrciaria Dubia

DISCOS SEGUN LA CONCENTRACION
Myrciaria Dubia

36




ANEXO N°09

HALOS DE INHIBICION DEL EFECTO
ANTIBACTERIANO DE MYRCIARIA DUBIA

HALOS DE INHIBICION DEL EFECTO
ANTIBACTERIANO DE MYRCIARIA DUBIA

CONTROL POSITIVO CON
CLORHEXIDINA AL 0.12%

CONTROL POSITIVO CON
CLORHEXIDINA AL 0.12%
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ANEXO 10
Base de datos

STREPTOCOCCUS Extracto hidroetandlico de Myrciaria Control positivo

MUTANS Dubia Clorhexidina

0.12%
75 % 50% 25%

Placal 17 mm 13 mm 3mm 20mm
Placa 2 18mm 14mm 5mm 19mm
Placa 3 18mm 14 mm 5mm 20mm
Placa4d 19mm 15mm 4mm 20mm
Placa 5 19 mm 13mm 5 mm 20mm
Placa 6 17mm 14mm 5mm 20mm
Placa 7 18mm 15mm 3mm 20mm
Placa 8 19mm 14mm 4mm 20mm
Placa9 18mm 15mm 4mm 19mm
Placa 10 18mm 16 mm 4mm 18mm
Placa 11 18mm 16 mm 4mm 18mm
Placa 12 17mm 16 mm 5mm 19mm
Placa 13 19mm 16 mm 5mm 19mm
Placa 14 19mm 14mm 3mm 19mm
Placa 15 19mm 14mm 3mm 19mm




