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RESUMEN

Las infecciones de las vias respiratorias superiores son ocasionadas por ciertos
microorganismos, destacando entre ellos a Staphylococcus aureus y Streptococcus pyogenes,
los que estan presentando resistencia a ciertos antibidticos por la automedicacion de las
personas, es por ello que para combatir estos microorganismos se buscan nuevas propuestas
fitoterapéuticas. En esta investigacion el objetivo es determinar la actividad antimicrobiana in
vitro del extracto etandlico de Hibiscus sabdariffa (flor de Jamaica) frente a Staphylococcus
aureus y Streptococcus pyogenes. El trabajo de investigacion es de tipo experimental con un
disefio factorial de estimulo creciente. Se trabajo con 3 cepas bacterianas por cada especie, las
cuales fueron enfrentadas a 5 concentraciones (100 mg/ml, 200 mg/ml, 400 mg/ml, 600 mg/ml
y 800 mg/ml) del extracto etandlico de H. sabdariffa. Se utilizé el método modificado de
difusién en disco de Kirby Bauer para la formacion de halos de inhibicion y el método de
macrodilucién en tubos segun el Manual de procedimientos para pruebas de Susceptibilidad
del INS (2002) ademas de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y la Concentracion
Minima Bactericida (CMB). Se encontro6 que H. sabdariffa tuvo mayor efecto en S. aureus con
promedio del halo de inhibicion de 16,57 y una CMI y CMB de 25 mg/mL. Mientras que S.
pyogenes presentd un promedio de halo de inhibicién de 15,97 y la CMI y CMB para la cepa
1y 2 fue de 12,5y para la cepa 3 de 6,25 mg/mL. Se concluyo que el extracto etanolico de H.
sabdariffa present6 efecto antibacteriano para ambas especies, siendo ligeramente mayor

frente a S. aureus.

Palabras Clave: Hibiscus sabdariffa, Staphylococcus. aureus, Streptococcus

pyogenes, Concentracion Minima Inhibitoria, Concentracién Minima Bactericida.
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ABSTRACT

Upper respiratory tract infections are caused by certain microorganisms, notably
Staphylococcus aureus and Streptococcus pyogenes, which are showing resistance to certain
antibiotics due to self-medication. Therefore, new phytotherapeutic approaches are being
sought to combat these microorganisms. This research aims to determine the in vitro
antimicrobial activity of the ethanolic extract of Hibiscus sabdariffa (hibiscus flower) against
Staphylococcus aureus and Streptococcus pyogenes. The research is experimental, with a
factorial design of increasing stimulus. Three bacterial strains of each species were tested
against five concentrations (100 mg/ml, 200 mg/ml, 400 mg/ml, 600 mg/ml, and 800 mg/ml)
of the H. sabdariffa ethanolic extract. The modified Kirby-Bauer disk diffusion method was
used to determine inhibition zones, and the macrodilution method in tubes was used according
to the INS (2002) Susceptibility Testing Procedures Manual, in addition to the Minimum
Inhibitory Concentration (MIC) and Minimum Bactericidal Concentration (MBC). H.
sabdariffa was found to have the greatest effect on S. aureus, with an average inhibition zone
of 16.57 and an MIC and MBC of 25 mg/mL. S. pyogenes, on the other hand, showed an
average inhibition zone of 15.97, and the MIC and MBC for strains 1 and 2 was 12.5 mg/mL,
and for strain 3, 6.25 mg/mL. It was concluded that the ethanolic extract of H. sabdariffa
exhibited an antibacterial effect against both species, with a slightly greater effect against S.

aureus.

Keywords: Hibiscus sabdariffa, Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes,

Minimum Inhibitory Concentration, Minimum Bactericidal Concentration.
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INTRODUCCION

Las infecciones de las vias respiratorias superiores, habitualmente en la poblacion
infantil y juvenil, son ocasionadas por ciertos microorganismos, destacando entre ellos a
Staphylococcus aureus como una de los mas peligrosos por su virulencia y potencial
patogénico, causante de una variedad de enfermedades (Nina, 2019). También se ha
identificado dentro de este grupo a Streptococcus B-hemolitico del grupo A (Streptococcus
pyogenes) responsables de producir la faringoamigdalitis o amigdalitis (Guevara et al., 2008).
Siendo estas dos especies las causantes mas comunes de estos procesos infecciosos, también
es importante mencionar que pueden causar infecciones como adenoiditis, sinusitis y otitis
media (Cordova et al., 2020).

Dado las circunstancias, muchos pacientes optan por automedicarse, dando lugar a la
resistencia a los antibioticos, generando un grave problema. Segln la investigacion realizada
por Martinez (2017), en el PerQ, en un estudio sobre resistencia de S. aureus a diferentes
antibioticos, se encontraron a los de primera linea utilizados en los diferentes tratamientos, asi
como a la meticilina, ciprofloxacino, eritromicina, azitromicina y gentamicina. Por otro lado,
se ha reportado la resistencia de S. pyogenes a los macrolidos, lincosamidas, estreptograminas
B (Bisso, 2018). Resultando mas dificil tratar las enfermedades debido a la resistencia que
adquieren estds bacterias, disminuyendo la eficacia de los antibidticos y reduciendo

constantemente el uso de medicamentos para posibles tratamientos.

En la basqueda de tratamientos alternativos, la fitoterapia viene siendo habitual en el
manejo de infecciones respiratorias. Las plantas medicinales han sido utilizadas durante siglos
por sus propiedades curativas, y en la actualidad, H. sabdariffa, se presenta como opcién por
sus atributos terapéuticos y funcionales dado a su concentracion de minerales, vitaminas y
compuestos bioactivos llamados fitoquimicos, los que se encuentran concentrados en las flores
(Cruz et al., 2020), con efectos antibacterianos frente Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Proteus mirabilis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, entre otras bacterias
(Al., 2018).

Teniendo como base investigaciones internacionales, nacionales y tomando en cuenta
que no hay investigaciones con esta planta frente a S. pyogenes, se quiere ser un aporte y dar a
conocer sobre las propiedades y su actividad antimicrobiana en el Per(, especialmente en el
departamento de Lambayeque, por lo cual, se planteé la siguiente interrogante: ¢Tiene

1



actividad antimicrobiana in vitro el extracto etanolico de Hibiscus sabdariffa (flor de Jamaica)
frente a Staphylococcus aureus y Streptococcus pyogenes?, con el objetivo de determinar la
actividad antimicrobiana in vitro del extracto etandlico de Hibiscus sabdariffa (flor de Jamaica)
frente a Staphylococcus aureus y Streptococcus pyogenes, utilizando la concentracién minima
inhibitoria y la concentracién minima bactericida. Con la finalidad de convertirse en una nueva

alternativa fitoterapéutica para el uso en el ambito medicinal natural.



CAPITULO I. DISENO TEORICO
1.1 Antecedentes

Abdel et al. (2019), determinaron el contenido de fendlicos totales, flavonoides totales
y evaluaron la actividad antibacteriana de los extractos crudos ricos en fenélicos (CPRE) de
Hibiscus sabdariffa, Brassica oleracea var. capitata f. rubray Beta vulgaris frente a
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae y Aspergillus ochraceus. Los estudios
mostraron que los extractos ricos en fenoles presentaban actividad antibacteriana y antifangica.
Los estudios fitoquimicos indicaron la presencia de 4.2 mg/100 de antocianinas; 2000 mg/100
de fenoles y 430 mg/100 de flavonoides. Estos compuestos provocaron deformaciones
celulares y pérdida de contenido celular tanto en bacterias como en hongos. Se concluyo6 que
el CPRE de H. sabdariffa fue el mas potente.

Cruz et al. (2020), en su investigacion evaluaron la actividad antibacteriana de los
extractos de la Flor de Jamaica obtenidos de etanol, agua, acetona, acido acético e hipoclorito
de sodio (4%) frente a bacterias Gram negativas y Gram positivas aisladas de alimentos,
mediante distintas concentraciones de la flor de H. sadariffa. Se realizo, el método de difusion
en pozos contra los microrganismos, los que fueron incubados en Caldo Soya Tripticaseina
(CST), en un rango de temperatura de 28-37°C a 180 rpm/24h. Se demostrd que los extractos
de esta flor al 10% con los diferentes solventes tuvieron actividad antibacteriana contra

Streptococcus sp., Salmonella sp., Escherichia coli y Staphylococcus sp.

Olowo et al. (2021), evaluaron la actividad antimicrobiana in vitro de extractos
etanolicos de hojas de Hibiscus asper e H. sabdariffa frente a P. aeruginosa, Proteus vulgaris,
Klebsiella aerogenes, S. aureus, Bacillus cereus, Escherichia coli, Moraxella catarrhalis y
Salmonella typhi, se utiliz6 un ensayo de difusidbn en pozo de agar con un rango de
concentracion de 3,13 a 100 mg/ml. Los diametros de la zona de inhibicion para H. asper
fueron para B. cereus (15,00 = 1,00a), E. coli (11,67 £+ 0,58b), S. aureus (7,67 = 0,58c), P.
aeruginosa (6,67 + 0,58d) y S. typhi (5,67 £ 0,58e). En cambio H. sabdariffa para B. cereus
(15,33 £1,15a), M. catarrhalis (11,33 £ 1,15b), S. aureus (11,00 + 1,00bc), K. aerogenes (9,67
+ 0,58¢), P. aeruginosa (8,00 + 1,00d) y P. vulgaris (7,67 + 0,57¢). Solo S. typhi fue resistente
al extracto de H. sabdariffa. Sin embargo, mostr6é una mayor actividad antimicrobiana con los

demas microorganismaos.

Padilla et al. (2022) determinaron el efecto antibacteriano in vitro del extracto etanélico

de Hibiscus sabdariffa L. sobre cepas de Streptococcus mutans. Mediante la técnica de difusion



en disco de Kirby Bauer en pozos, a concentraciones de 25%, 50%, 75% y 100%.
Posteriormente, se realiz6 la medicion de los halos de inhibicidn a las 24 y 48 horas. Resultando
que a las 24 horas la concentracion de 100% obtuvo mayor efecto antibacterial con halo de
inhibicion de 13.77 mm, al igual que a las 48 horas con halo de inhibicion de 14.23mm.
Concluyendo que el extracto etandlico si presenta actividad antibacterial sobre las cepas de S.

mutans.

De La Rosa, et al (2022), evaluaron las propiedades funcionales y aplicaciones
terapéuticas de las antocianinas de la flor de Jamaica; describen que la antocianina contiene
principalmente cianidina-3-sambubidsido, la delphinidina-3-glucésido, la cianidina-3-
gluctsido y la delphinidina-3-sambubidsido, estos compuestos le confieren el color rojo
caracteristico de la flor de Jamaica y de sus potentes propiedades antiinflamatorias y
antioxidantes; también presentan acidos organicos como el citrico, malico y tartarico;
polisacéridos, flavonoides, vitaminas Ay Cy minerales como el calcio, hierro, potasio, fésforo
y magnesio, que le confiere propiedades antiinflamatorias, diuréticas y antihipertensivas. Las
antocianinas combaten al Streptococcus beta hemolitico mediante la destruccion de su pared
celular y la alteracion de su membrana celular. Estos compuestos polifendlicos dafian la
estructura bacteriana, interfieren con su metabolismo y pueden generar estrés oxidativo. Esto

puede llevar a debilitar la integridad de la bacteria y puede llevar a su lisis y muerte celular.

Fitri et al. (2023), investigaron las actividades antibacterianas de extractos acuosos de
zumos de manzana (Pyrus Malus L.) y de decoccion de céliz de H. Sabdariffa L. contra S.
aureus. Se realizd mediante un método de microdilucion. Se compard la potencia
antibacteriana mediante la concentracién minima inhibitoria (CMI). EI contenido total de
metabolitos antibacterianos se extrajo mediante un método de maceracion. H. sabdariffa
mostro una actividad antibacteriana significativa con una susceptibilidad CMI en el rango de
3,9- 7,81 pg/mL y en el ensayo fitoquimico se encontraron alcaloides, flavonoides, polifenoles,
taninos y quinonas. Se concluyé que las infecciones causadas por S. aureus pueden
desarrollarse como férmulas herbales alternativas en compuestos bioactivos procedentes de H.

sabdariffa.

Harum y Suswati, (2023), compararon el efecto inhibidor entre la combinacion del
extracto de la flor de H. sabdariffa L. y hoja de té verde (Camellia sinensis) con el antibidtico
vancomicina frente a S. aureus resistente a los antibidticos meticilina (MRSA). Se aplicé el

método de difusion en disco de Kirby Bauer con concentraciones de 100%, 50%, 25% y 12.5%



y se determind el contenido minimo inhibitorio (CMI). La combinacion CMI de H. sabdariffa
y el extracto de té verde contra el crecimiento de la bacteria fue del 12,5%. y hubo diferencias
significativas a concentraciones de 100%, 50 %, y 25% contra el crecimiento de bacteria
MRSA y vancomicina 30 mg. Se concluyd que el extracto tiene una mayor sensibilidad que el

antibiotico vancomicina a las bacterias MRSA.

Salah et al. (2023), investigaron los efectos antibacterianos in vitro de tres tipos de
extractos de los calices secos (agua &cida, etanol y acuoso) de H. sabdariffa, se aplico la técnica
de difusion en pozo a diferentes concentraciones 0,0, 50, 100, 150, 200 y 250 pg/mL. Como
control positivo se utiliz6 alrededor del 0,2% de clorhexidina (CHX) y el andlisis fitoquimico
se realizd utilizando métodos estandar. La actividad antibacteriana mostrd que los extractos
acidos de agua y etanol mostraron la tasa de inhibicion de 91,2 % y 92 % en Streptococcus
mitis, y el 91,34 % y 94,53 % en Streptococcus oralis. Los andlisis fitoquimicos revelaron
flavonoides, glucosidos, fenoles y alcaloides. Se concluy6 que el extracto de etanol al 70% y

el extracto acuoso acidificado tuvieron mayor actividad antimicrobiana.

Sehim et al. (2023), investigaron la eficacia antibacteriana de los extractos de plantas
medicinales de Salvia officinalis L.(hojas), Ziziphus spina-christi L.(hojas) e Hibiscus
sabdariffa L.(flores) contra Enterobacter cloacae, P. aeruginosa, E. coliy S. aureus. Se utilizd
el método de difusién en pozos de agar. El resultado reveldo que H. sabdariffa, mostrd
inhibicion del crecimiento de 39,6 £ 0,20 mm contra E. coli. El 50% eran sensibles a
piperacilina/tazobactam (TZP) segun la zona de inhibicion, pero menos que el extracto. El
ensayo sinérgico demostré el papel prometedor del uso de una combinacion de H. sabdariffa L.
y (TZP), en un examen microscépico de E. coli, se revelé una muerte celular. Se concluyé que
el extracto metandlico de H. sabdariffa L. fue el mas eficaz, candidato prometedor para

desarrollar terapias naturales alternativas para tratar infecciones.

Abdaldafi et al. (2024), investigaron las actividades antimicrobianas, antioxidantes y
los contenidos fitoquimicos de H. sabdariffa (frutos) y Acacia nilotica (vainas). Los ensayos
antimicrobianos de los extractos etandlicos contra E. coli, S. aureus, S. typhi, Klebsiella y
Candida albicans, mostraron una zona de inhibicion de 16 a 20 mm. En el analisis fitoquimico
del extracto de H. sabdariffa fue rico en fenoles, flavonoides y alcaloides, pero no se detectaron
taninos, triterpenos ni saponinas y la actividad antioxidante del extracto de H. sabdariffa fue
débil. Se concluyd que todos los extractos mostraron inhibicion y que estos hallazgos



proporcionaron evidencia cientifica que ampara los usos tradicionales medicinales de los

extractos y muestran el potencial prometedor de estas plantas con fines medicinales.

Bagus et al. (2024), investigaron la concentracion minima de compuestos en el extracto
de H. Sabdariffa L. para inhibir la actividad metabdlica y matar S. mutans in vitro. Se realiz
la extraccién de la flor de H. Sabdariffa L. con ayuda de agua destilada, y se realizaron
diluciones para obtener concentraciones del extracto, se expusieron varios cultivos de S.
mutans a diversas concentraciones de la flor y luego se realiz6 un recuento de colonias en cada
cultivo para identificar la Concentracion Minima Inhibitoria (MIC) y la Concentracién Minima
Bactericida (MBC). Se encontro que S. mutans tuvo un crecimiento del 0% a una concentracién
entre el 25% y el 100%, y tuvo un crecimiento del 7,1%/92,9% de inhibicion del crecimiento
a una concentracion del 12,5%. La MBC del extracto de la flor contra S. mutans fue del 25 %

y la MIC del extracto de flor contra S. mutans fue del 12,5 %.

Venkatesan et al. (2024), evaluaron la actividad antibacteriana y antimicética del
extracto etandlico de Hibiscus sabdariffa L. contra Staphylococcus aureus, E. coli, P.
aeruginosa, y Candida albicans. Mediante ensayo de difusion en pocillos, empleando agar
Miller-Hinton y para C. albicans usando caldo Mueller Hinton estéril (MHB y para la
Concentraciéon Minima Inhibitoria se determiné mediante el método de microdilucién. Se
mostro un halo de inhibicion de 13 mm para S. aureus y 11mm para E. coli. La CMI mostro
inhibicidn para S. aureus en una concentracion de 128 mg/ml y para E. coli fue 512 mg/ml. Se
concluyd que el extracto presento actividad contra S. aureus y E. coli, pero no para el resto de

microorganismos en estudio.



1.2 Bases tedricas

S. aureus, es uno de los importantes patdégenos oportunistas responsables de causar
infecciones del tracto respiratorio superior. Se encuentra en el microbiota nasofaringea de los
nifios en edad preescolar y pacientes con enfermedad pulmonar subyacente, pero también existe
poblacion que es portadora asintomatica de S. aureus en la nasofaringe. Ademas, puede aislarse
en muestras respiratorias de pacientes con enfermedad respiratoria crénica, estas infecciones
pueden presentar un curso benigno, pero en algunos casos pueden provocar complicaciones
como otitis, mastoiditis, sinusitis, o patologias mas graves como los abscesos retrofaringeos o
epiglotitis (Gomes, 2018).

S. pyogenes, es una bacteria que frecuentemente causa infecciones en nifios,
adolescentes y adultos. Son residentes de la boca y provocan invasion, provocando
enfermedades de distinta indole, es un patégeno humano capaz de desencadenar una amplia
variedad de enfermedades, desde infecciones faringeas (Castro et al.,, 2014). La
faringoamigdalitis es una infeccién respiratoria alta que afecta la faringe y amigdalas
palatinas, que puede afectar también los alrededores de la faringe, los signos que pueden
encontrarse pueden ser inflamacion faringoamigdalina con o sin exudados, petequias en el
paladar y adenitis cervical submandibular (Delfino et al., 2023). S. pyogenes se puede propagar
facilmente por contacto directo o transmision de gotas a través de la tos y estornudos. (I Bru,
2017).

H. sabdariffa es una planta medicinal perteneciente al género Hibiscus dentro de la
familia Malvaceae. Es un arbusto corto tropical anual, herbaceo originario de Africa tropical,
su cultivo se ha extendido en México, Sudeste Asiatico, América Central y del Sur, gracias a
que puede crecer en suelos de baja fertilidad y escasa humedad (Padilla, et al., 2022). Presenta
compuestos médicos con propiedades nutricionales y medicinales utilizandose para el
tratamiento de enfermedades (Abdaldafi, 2023). Sus constituyentes fitoquimicos, actividad
antimicrobiana y citotoxicidad, es gracias a los compuestos mas comunes como: Acido hibisco,
acido hidroxicitrico, acido clorogénico entre otros compuestos fendlicos. Asimismo,
componentes como glucésidos cardiacos, flavonoides, saponinas y alcaloides, los cuales
exhiben actividades antibacterianas in vitro contra S. aureus, Serratia mascences, E. coli, K.

pneumoniae y Pseudomonas fluorescencia, entre otras (Abdel et al., 2019).

Los principios activos con respecto a la capacidad antimicrobiana de flor de Jamaica en
estudios in vitro se ha vinculado a los flavonoides, los cuales pueden formar complejos con las

paredes celulares de las bacterias, facilitando asi la penetracion del extracto, lo que implica
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diversas etapas metabdlicas, como la inhibicion de la translocacion de proteinas involucradas
en el transporte de electrones, procesos de fosforilacion y otras reacciones enzimaticas,
resultando en un incremento de la permeabilidad de la membrana y la consiguiente liberacion

de componentes celulares bacterianos (Abdel et al., 2019).

También se ha sugerido que la eficacia de los compuestos fendlicos como agentes
antimicrobianos varia con la concentracion; a concentraciones bajas, estos compuestos inhiben
las funciones enzimaticas de los microbios, mientras que a concentraciones mas altas pueden
provocar la desnaturalizacién proteica. Su estructura juega un papel importante en su actividad
antimicrobiana, en particular, los grupos funcionales como los hidroxilos, que facilitan la
deslocalizacion de electrones y pueden funcionar como donadores de protones, alterando el
gradiente de pH a través de la membrana citoplasmatica bacteriana. Esto lleva a una reduccion
en la fuerza motriz de los protones y el agotamiento de la reserva energética, culminando en la

muerte celular (Lopez et al., 2020).

1.3  Operacionalizacion o categorizacion de variables

Operacionalizacion de variables

) Definicion ) ) ) Tipos de Escala de
Variable ) Dimensiones  Indicadores ) L
operacional variable medicion
Inhibicion o
Crecimiento de destruccion de )
Presencia y B
Staphylococcus Staphylococcus ) Diametro del
ausencia de ]
aureus y aureus y halo de ) Razo6n
halo de o Dependiente
Streptococcus Streptococcus o inhibicién (mm)
inhibicién
pyogenes. pyogenes, por el (mm)
extracto
etanolico
Capacidad del )
] o Concentracio
) extracto etanolico  Actividad
Extracto etandlico o ) nes de los
o de la flor de H. antimicrobia )
de Hibiscus ] extractos ] Razon
] sabdariffaparala  nafrente a Independiente
sabdariffa (flor de o ) ] (800, 600, (mg/mL)
) inhibiciony microorganis
Jamaica) » 400, 200,
destruccion del mos
100 mg/mL)

microorganismo




CAPITULO II. DISENO METODOLOGICO

2.1 Tipo de investigacion

Tipo de investigacién: La investigacion es de tipo aplicada; por su enfoque, es

experimental y cuantitativa (Paragua et al., 2022).

2.2 Disefo de contrastacion de hipotesis 6 Procedimiento a seguir en la
investigacion
Disefio de investigacion: En la investigacion se utilizé el disefio experimental de
estimulo creciente, los grupos experimentales seleccionados fueron 3 cepas de S. aureus y S.
pyogenes respectivamente, a las que se les expuso a las concentraciones del extracto etanolico
de H. sabdariffa: 100, 200, 400, 600 y 800 mg/mL, conforme a este disefio se trabajo con dos
variables, la independiente, el extracto etandlico de H. sabdariffa y la dependiente, el
crecimiento de las cepas S. aureus y S. pyogenes.

2.3 Poblacion, muestra
Poblaciéon

La poblacion estuvo conformada por las cepas de S. aureus y S. pyogenes pertenecientes
al cepario del Laboratorio de investigacién de Microbiologia de la Facultad de Ciencias

Bioldgicas — UNPRG y los célices de H. sabdariffa obtenidos del mercado modelo — Chiclayo.
Muestra

La muestra estuvo representada por 2 especies, 3 cepas que fueron enfrentadas a 5
concentraciones (100 mg/ml, 200 mg/ml, 400 mg/ml, 600 mg/ml y 800 mg/ml) del extracto
etanolico de las flores de H. sabdariffa, (2 especies x 3 cepas x 5 concentraciones = 30). Por lo

tanto, 30 muestra x 5 repeticiones result6 un total de 150 unidades experimentales.

2.4 Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

Procedimiento

a. Reactivacion de las Cepas Bacterianas

Para la reactivacion de las cepas se utilizd un tubo con caldo Caldo Tripticasa Soja, al
cual se le inocul6 una asada de la cepa bacteriana y se incubo a 37° por un lapso de 24h, luego
se sembrd una asada de la cepa reactivada en placas de agar sangre se determing la produccién

de hemolisis y las caracteristicas de colonia de S. aureus y S. pyogenes (Anexo 1). Luego las



cepas fueron sometidas a la prueba de la coagulasa, bacitracina y catalasa (Anexo 2 y 3)

respectivamente para verificar la especie (Bagatolli, 2017).

b. Obtencién del extracto etanélico de las flores de Hibiscus sabdariffa

Las flores se compraron en los centros naturistas de la ciudad de Chiclayo,
departamento de Lambayeque en horas de la mafana, se trasladaron al Laboratorio de
investigacion de Microbiologia de la Universidad Nacional “Pedro Ruiz Gallo”, y se
procesaron segun la metodologia de Gonzales (2004), se lavaron las flores con abundante agua,
luego se desinfectaron con hipoclorito de sodio al 1% por un espacio de 5 minutos. Se
enjuagaron con agua destilada esteril. Luego se colocaron en una fuente de vidrio grande esteril
y se dejaron secar en una estufa a 45°C durante 24 a 48 horas. Las flores secas se trituraron en
un mortero estéril y se colocaron en un frasco de boca ancha. Se le agregé alcohol de 96° para
su maceracién en una proporcion de 1:2 por 7 dias (Anexo 4). Después de la maceracion se
realizo el filtrado, el cual se colocé en un crisol estéril y se llevd a estufa a 37°C para su
evaporacion (Anexo 5). El extracto que se obtuvo se coloc6 en frasco de color ambar

debidamente pesado hasta su utilizacion (Anexo 6).

c. Concentraciones del extracto etandlico de Hibiscus sabdariffa

Se realizara segun la metodologia de Bagus et al. (2024), la solucién madre se preparo
a partir de 10 gramos de extracto etanolico de los cuales fueron diluidos y llevados a 10 mL de
alcohol al 40 %, obteniéndose una concentracion de 1000 mg/mL. A partir de esta solucion
madre se procedié a realizar las respectivas diluciones sucesivas hasta que se obtuvieron las

concentraciones de 100 mg/mL, 200 mg/mL, 400 mg/mL, 600 mg/mL, 800 mg/mL (Anexo 7
y 10).

d. Efecto antibacteriano del extracto etanélico de las flores de Hibiscus sabdariffa

Para la preparacion del in6culo bacteriano se utilizd el Manual de procedimientos para
pruebas de susceptibilidad del Instituto Nacional de Salud [INS] (2002), se realiz6 mediante el
método modificado de difusion en disco de Kirby Bauer, se empleo solucion salina fisiologica
esterilizada como diluyente para 1 o 2 colonias del cultivo bacteriano puro del que se realizé
la estandarizacién hasta obtener una densidad poblacional semejante al tubo N° 0.5 del
Nefeldmetro de Mc Farland equivalente a 1.5 x 108 UFC/ ml (Anexo 8).
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Se prepard placas de Petri, con Agar Miller-Hinton (de 20 ml a 25 ml por placa) para
cada uno de los microorganismos empleados en la investigaciéon. Las placas de agar M-H, se
sembraron con un hisopo estéril por diseminacion sobre la superficie del medio, de tal manera
que el crecimiento bacteriano cubri6 la superficie del agar, se dejo secar durante cinco minutos,
posteriormente se colocaron los discos con 10 ul de cada una de las concentraciones de los
extractos etanolicos y en el centro se coloco el disco de control con de etanol al 40% (Anexo
9). Luego se llevaron las placas a incubacion a 37 °C por 24 horas. Trascurrido el tiempo se

midieron los halos de inhibicion (mm) y se registré la medida de cada una de las cepas.

e. Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) del extracto
etandlico de las flores de Hibiscus sabdariffa
Se adecud la técnica segun el Manual de procedimientos para pruebas de susceptibilidad del
INS (2002), donde se diluyo a partir de la concentracion que tuvo menos efecto inhibitorio
realizada en la prueba de Susceptibilidad bacteriana por el método de difusion en disco de
Kirby Bauer, asi es como se realizaron diluciones hasta obtener concentraciones decrecientes
del extracto en tubos con Caldo Tripticasa Soja. A un tubo con Caldo Tripticasa Soja no se le
inoculd y se tomo como control de esterilidad y otro con el microorganismo sin que se le afiada
el extracto como control del in6culo. Después de un periodo de 18 a 24 horas de incubacion a
37 °C se observo si hubo crecimiento o no en base a la turbidez de los tubos, lo que indico el
desarrollo bacteriano, el tubo que contuvo la menor concentracion del agente antimicrobiano

que inhibié completamente el crecimiento pudo definir la MIC.

f. Determinacion de la Concentracion Minima Bactericida (CMB) del extracto
etandlico de las flores de Hibiscus sabdariffa
Los tubos en los cuales no se observo crecimiento durante la prueba del CIM se sembraron en
placas de Agar Tripticasa Soja con un asa calibrada y se incubaron a 37 °C durante 48 horas y
luego se observd si hubo crecimiento en dichas placas. La CMB se determind en la
concentracion mas baja del agente antimicrobiano necesaria para matar el 99% del inoculo

inicial después de incubacidn bajo condiciones estandarizadas (Ramirez y Marin, 2009).
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Técnica

La técnica utilizada fue la observacion, se realiz6 un registro visual del halo de inhibicion, asi

como la presencia de turbidez y crecimiento bacteriano (Paragua et al., 2022).
Instrumentos

Se utilizaron fichas de recoleccion de datos, mediante tablas para los resultados del método de
difusion en disco de Kirby Bauer, las medidas de los halos de inhibicién (Anexo D), para los
resultados de la Concentracion Minina Inhibitoria y Concentracion Minina Bactericida (Anexo
E). Ademas, se utilizé celular, laptop con conexion a internet para la busqueda, recoleccion de

informacion y para registrar la informacion.

Analisis Estadistico de los Datos

Para el andlisis estadistico de los datos, se aplicé el ANOVA con arreglo factorial de
2x3x1x5x5, siendo el primer factor las especies bacterianas, el segundo factor niamero de cepas
utilizadas de cada especie; el tercer factor es de los extractos de plantas utilizadas y el cuarto
factor son las concentraciones de los extractos etanélicos y el quinto las repeticiones. Ademas,
se aplico la Prueba de Tukey (0.05) como complemento de la ANOVA. Para el analisis

estadistico de los datos se utilizo el software estadistico: Statistics version y Microsoft Excel.
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CAPITULO I1l. RESULTADOS

3.1 Actividad antimicrobiana in vitro del extracto etanélico de Hibiscus sabdariffa

(flor de Jamaica) frente a Staphylococcus aureus y Streptoccocus pyogenes

Las cepas Staphylococcus aureus y Streptococcus pyogenes fueron sometidas a

diferentes concentraciones del extracto etanélico de H. sabdariffa observandose inhibicion en

las dos especies bacterianas estudiadas (Anexo 11 y 12); asi mismo se puede observar en la

presente tabla que existe una mejor actividad antibacteriana en las cepas de S. aureus (Tabla 1;

Anexo 17 y 18).
Tabla 1

Promedios de los diametros (mm) de los halos de inhibicién obtenidos por las cepas de

Staphylococcus aureus y Streptococcus pyogenes frente al extracto etandlico de Hibiscus

sabdariffa.
Extracto _ Concentraciones (mg/mL)
. Especie Cepa
etanolico 100 200 400 600 800 X
Cepal 10,2 122 174 186 20,2 15,72
Cepa2 124 148 194 214 2372 18,24
S. aureus
Cepad 10,2 126 17 186 20,4 15,76
H Media 10,93 13,2 17,93 19,53 21,26 16,57
sabdariffa Cepal 11 146 18 194 2172 16,84
Cepa2 96 13 158 194 2272 16,00
S. pyogenes
Cepa3d 86 13 162 182 20 15,20
Media 9,67 134 16,67 19 21,13 15,97
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3.2 Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) del extracto etandlico de Hibiscus

sabdariffa frente a Staphylococcus aureus y Streptococcus pyogenes

Con respecto a la concentracion minima inhibitoria se realizd6 a partir de la
concentracion de 100 mg/mL realizando diluciones dobles para obtener las concentraciones de
50 mg/mL, 25 mg/mL, 12,5 mg/mL y 6,25 mg/mL mas el control negativo y control positivo
para todas las cepas de S. aureus y S. pyogenes. Para las cepas S. aureus la CMI fue de 25
mg/mL con respecto a las tres cepas (Anexo 13), mientras que para las cepas de S. pyogenes
reportd la CMI de 12,5 mg/mL para lacepa ly 2,y con respecto a la cepa 3 fue de 6,25 mg/mL
(Tabla 2; Anexo 14).

Tabla 2
Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) del extracto etandlico de Hibiscus

sabdariffa frente a Staphylococcus aureus y Streptococcus pyogenes

Concentraciones (mg/mL)
Cepas Control Control
bacterianas ) )
100 50 25 12,5 6,25

Staphylococcus aureus

Cepa 1 - - - + + + -
Cepa 2 - - - + + n )
Cepa 3 i i : " ; ; ]

Cepa 1 - - - - + + }
Cepa 2 - - - - + n )
Cepa 3 - - - - - + -
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3.3  Concentracion Minima Bactericida (CMB) del extracto etandlico de Hibiscus

sabdariffa frente a Staphylococcus aureus y Streptococcus pyogenes

En la tabla 3 se presentan los resultados de la CMB para las cepas de S. aureus en la
que se puede observar que el extracto etandlico de H. sabdariffa tiene efecto bactericida a
concentracion de 25 mg/mL. Mientras que para S. pyogenes la CMB para la cepa 1y 2 fue de
12,5 mg/mL (Anexo 15) y para la cepa 3 fue de 6,25 mg/mL. (Anexo 16).
Tabla 3
Concentracion Minima Bactericida (CMB) del extracto etanodlico de Hibiscus

sabdariffa frente a Staphylococcus aureus y Streptococcus pyogenes

bac(t::fizsnas Concentraciones (mg/mL) CO(T)FOI CO(Ii;ml
100 50 25 12,5 6,25
Staphylococcus aureus
Cepa | : : : n + . _
Cepa 2 . i i s ' . _
Cepa 3 . i i ; ' . _
Streptococcus pyogenes
Cepa 1 - - - - + + -
Cepa 2 - - - - + + )
Cepa 3 - - - - - + -
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Andlisis estadistico

Teniendo en cuenta las variables de estudio, estas fueron sometidas al analisis
estadistico inferencial (ANOVA) con el objetivo de contrastar las hipétesis planteadas que nos
permitan determinar el efecto antibacteriano del extracto etandlico de H. sabdariffa frente a las
cepas de S. aureus y S. pyogenes; asimismo segun los resultados obtenidos se aplicara la prueba
de significancia de Tukey para poder determinar si existe o no diferencia significativa entre las
variables de estudio.

Hipotesis
Primera hipotesis:

Ho: No existen diferencias significativas entre la susceptibilidad de las cepas de Staphylococcus

aureus.

H1: Si existen diferencias significativas entre la susceptibilidad de las cepas de Staphylococcus

aureus.
Segunda hipdtesis:

Ho: No existen diferencias significativas entre las concentraciones del extracto etandlico en

relacion con su capacidad de inhibicion bacteriana.

Hi: Si existen diferencias significativas entre las concentraciones del extracto etanolico en

relacion con su capacidad de inhibicion bacteriana.

Tercera hipotesis:

Ho: No existen diferencias significativas entre las medidas de los halos de inhibicién de las
cepas bacterianas generadas por cada concentracion del extracto.

Ha: Si existen diferencias significativas entre las medidas de los halos de inhibicion de las cepas
bacterianas generadas por cada concentracion del extracto.
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En la tabla 4 se puede observar los resultados de analisis de varianza aplicados a las
variables de estudio con respecto a las cepas de S. aureus y a las concentraciones empleadas,
observandose de que no existe diferencias significativas entre las cepas de S. aureus, pero si se
observa diferencias significativas entre las concentraciones aplicadas y entre la interaccion
cepa — concentracion.

Tabla 4
Prueba ANOVA para evaluar las diferencias segin concentracion del extracto etanolico de H.

sabdariffa y la variabilidad entre las cepas de S. aureus segun los halos de inhibicion.

Andlisis de varianza de los promedios de los halos de inhibicion (mm)

L Suma de Cuadrados p- L
Fuente de variacion al ) F Decision
cuadrados medios valor
Cepa 104,187 2 52,093 3,094 0,051 Aceptar Ho
Concentraciones 1137,413 4 284,353 111,24 0,000 Rechazar Ho
Cepa * Concentracion 1243,947 14 88,853 73,635 0,000 Rechazar Ho

Nota. gl: grados de libertad; F: estadistico F de Fisher. Sig.: valor de significancia: a = 0,05.

Se rechaza Ho cuando p < 0,05.
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Prueba de Tukey (post hoc)

En la siguiente tabla se aprecia la prueba de significancia de Tukey aplicada a las
concentraciones en la cual se demuestra que existen diferencias en cada una de las
concentraciones utilizadas cuya influencia nos permite determinar que a medida que aumenta
la concentracion aumentan los promedios de los halos de inhibicion (Tabla 5; Figura 1).
Tabla 5
Prueba de Tukey para la comparacion de los promedios de las medidas de los halos de

inhibicidon de S. aureus segun la concentracion del extracto etandlico de H. sabdariffa.

Promedio de los  Subconjunto para alfa = 0.05

Concentraciones (mg/mL) halos de
inhibicion (mm) g 3 4

100 10,93 a

200 13,20 b

400 17,93 c

600 19,53 c

800 21,27 d

Significancia bilateral (p —valor) 1,000 1,000 0,058 1,000

Nota. Letras diferentes = Diferencia significativa; Letras iguales = No existe diferencia
significativa.
Figura 1l

Comparacion de los promedios de las medidas de los halos de inhibicion de S. aureus segun

la concentracion del extracto etanolico de H. sabdariffa.

235
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9.5
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Concentraciones del extracto etanélico de H. sabdariffa
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En la Tabla 6 se evidencia que existe variabilidad en el comportamiento de las cepas de
S. aureus frente a las diferentes concentraciones del extracto etandlico de H. sabdariffa como
se aprecia en la figura 2.

Tabla 6

Prueba de Tukey para la comparacién de los promedios de los halos de inhibicion segln la
interaccidn entre cepas bacterianas de S. aureus y concentraciones del extracto etandélico de
H. sabdariffa.

Promedio de los

Subconjunto para alfa = 0.05
Cepa™* CC halos de

inhibicion (mm) 1 2 3 4 5 6 7
Cepal™*100 10,20 a
Cepa 3 * 100 10,20 a
Cepal*200 12,20 a
Cepa 2 * 100 12,40 a b
Cepa 3 * 200 12,60 a b
Cepa 2 * 200 14,80 b c
Cepa 3 * 400 17,00 c d
Cepa 1 * 400 17,40 d
Cepa 1 * 600 18,60 d e
Cepa 3 * 600 18,60 d e
Cepa 2 * 400 19,40 d e f
Cepa 1l * 800 20,20 e f
Cepa 3 * 800 20,40 e f
Cepa 2 * 600 21,40 f g
Cepa 2 * 800 23,20 g

Significancia bilateral
0,062 0,062 0,127 0,062 0,396 0,236 0,396
(p —valor)

Nota. Letras diferentes = Diferencia significativa; Letras iguales = No existe diferencia

significativa. CC: concentracion.
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Figura 2

Comparacion de los promedios de los halos de inhibicion segun la interaccion entre cepas

bacterianas de S. aureus y concentraciones del extracto etandlico de H. sabdariffa.
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Hipotesis
Primera hipotesis:

Ho: No existen diferencias significativas entre la susceptibilidad de las cepas de Streptococcus

pyogenes.

Hi: Si existen diferencias significativas entre la susceptibilidad de las cepas de Streptococcus

pyogenes.
Segunda hipétesis:

Ho: No existen diferencias significativas entre las concentraciones del extracto etandlico en

relacion con su capacidad de inhibicion bacteriana.

Hi: Si existen diferencias significativas entre las concentraciones del extracto etandlico en

relacion con su capacidad de inhibicion bacteriana.

Tercera hipotesis:

Ho: No existen diferencias significativas entre las medidas de los halos de inhibicion de las

cepas bacterianas generadas por cada concentracion del extracto.

Hi: Si existen diferencias significativas entre las medidas de los halos de inhibicion de las cepas

bacterianas generadas por cada concentracion del extracto.
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En la presente tabla se evidencia el analisis estadistico de varianza de las variables en
estudio. En la variable cepas con respecto a S. pyogenes existe un nimero mayor comparado
con el valor de significancia (0,05) por ende, no existe diferencia significativa entre las tres
cepas. Por el contrario, en el caso de las variables concentracion y la interaccion cepa —
concentracion se refleja diferencia significativa ya que el valor de significancia es menor que
0,05 (Tabla 7).

Tabla 7
Prueba ANOVA para evaluar las diferencias segin concentracion del extracto etanolico de H.

sabdariffa y la variabilidad entre las cepas de S. pyogenes segun los halos de inhibicion.

Analisis de varianza de los promedios de los halos de inhibicién (mm)

o Suma de Cuadrados p- L
Fuente de variacion gl ) F Decision
cuadrados medios valor
Cepa 33,627 2 16,813 0,91 0,408 Aceptar Ho
Concentraciones 1217,253 4 304,313 142,27 0,000 Rechazar Ho
Cepa * Concentracion 1270,987 14 90,740 56,74 0,000 Rechazar Ho

Nota. gl: grados de libertad; F: estadistico F de Fisher. Sig.: valor de significancia: a = 0,05.

Se rechaza Ho cuando p < 0,05.
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Prueba de Tukey (post hoc)

La prueba de Tukey aplicada a las concentraciones del extracto etandlico de H.
sabdariffa frente a las cepas de S. pyogenes, demostrd que mientras mayor sea la concentracion
mayor es el halo de inhibicién (Figura 3). Asi mismo se evidencia la diferencia significativa
entre cada una de las concentraciones (Tabla 8).

Tabla 8
Prueba de Tukey para la comparacion de los promedios de las medidas de los halos de

inhibicidn de S. pyogenes segln la concentracion del extracto H. sabdariffa.

Concentraciones Promedio de los halos Subconjunto para alfa = 0.05
(mg/mL) de inhibicion (mm) 1 2 3 4 5
100 9,73 a
200 13,53 b
400 16,67 C
600 19,00 d
800 21,13 e
Significancia bilateral (p —valor) 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
Nota. Letras diferentes = Diferencia significativa; Letras iguales = No existe diferencia
significativa.
Figura 3

Comparacion de los promedios de las medidas de los halos de inhibicion de S. pyogenes segun

la concentracion del extracto etanolico de H. sabdariffa.
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En la Tabla 9 se muestra la variabilidad que existe en el comportamiento de las cepas
de S. pyoegenes frente a la actividad antibacteriana a las diferentes concentraciones del extracto
etandlico de H. sabdariffa como se aprecia en la Figura 4.

Tabla 9

Prueba de Tukey para la comparacién de los promedios de los halos de inhibicion segln la
interaccidn entre cepas bacterianas S. pyogenes y concentraciones del extracto etanélico de
H. sabdariffa.

Promedio de los .
Subconjunto para alfa = 0.05

Cepa™* CC halos de
inhibicion (mm) 1 2 3 4 5 6 7
Cepa 3 * 100 8,60 a
Cepa 2 * 100 9,60 a
Cepa 1l * 100 11,00 a b
Cepa 2 * 200 13,00 b c
Cepa 3 * 200 13,00 b c
Cepa 1 * 200 14,60 c d
Cepa 2 * 400 15,80 c d e
Cepa 3 * 400 16,20 d e
Cepal*400 18,00 e f
Cepa 3 * 600 18,20 e f
Cepa 1l *600 19,40 f g
Cepa 2 * 600 19,40 f g
Cepa 3 * 800 20,00 f g
Cepa 1 * 800 21,00 g
Cepa 2 * 800 22,20 g

Significancia bilateral
0,184 0,456 055 0,790 0,184 0,456 0,055
(p —valor)

Nota. Letras diferentes = Diferencia significativa; Letras iguales = No existe diferencia

significativa. CC: concentracion.
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Figura 4

Comparacion de los promedios de los halos de inhibicion segun la interaccion entre cepas

bacterianas S. pyogenes y concentraciones del extracto etandlico de H. sabdariffa.
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CAPITULO IV. DISCUSION

En el presente trabajo de investigacion se tuvo como objetivo demostrar el efecto
antibacteriano del extracto etandlico de H. sabdariffa frente a S. aureus y S. pyogenes, los
resultados demostraron que el extracto etandlico de H. sabdariffa inhibe el crecimiento de S.
aureus y S. pyogenes a concentraciones de 100 a 800 mg/ml con halos de inhibicién de 10,2
mm hasta 23,2 mm para las diferentes cepas de S. aureus y de 8,4 mm a 22,2 mm para las cepas
de S. pygenes. Resultados semejantes reportados por otros investigadores como Abdel et al.,
(2019) demostraron que el extracto crudo de H. sabdariffa causaba la muerte celular de S.
aureus. Asi mismo, Cruz et al., (2020) en su investigacion demostré que los extractos de H.
sabdariffa al 10%, utilizando solventes como etanol, agua, acetona, acido acético e hipoclorito
de sodio al 4%, inhibian el crecimiento de Staphylococcus sp. y Streptococcus sp. Por otro
lado, Padilla et al., (2022) obtuvo halos de inhibicion de 14,23 mm frente a S. mutans con el
extracto etanolico de H. sabdariffa. De la misma manera Abaldafi et al., (2024) demostr6 que
el extracto etandlico de H. sabdariffa inhibi6 el crecimiento de S. aureus, E. coli, S. typhi,
Klebsiella y C. albicans con halos de inhibicion de 16 a 20 mm; resultados semejantes a los

encontrados en nuestro trabajo.

Los autores Fitri et al., (2023) y Sehim et al., (2023) mencionan que esta actividad
antibacteriana del extracto etanolico de H. sabdariffa estd relacionado con la elevada
concentracion de antocianinas ( 4.2 mg/100), 2000 mg/100 de fenoles y 4.3 m/100 de
flavonoides que presentan sus célices y que le confieren el color rojo caracteristico y
especialmente sus principios activos como los polifenoles, flavonoides y alcaloides, taninos y
quinonas, que tienen propiedades antiinflamatorias y antibacterianas, actuando sobre la
membrana citoplasmatica de S. aureus y S pyogenes causando deformaciones en la estructura
celular a nivel de su pared y membrana citoplasmaética provocando pérdida de sustancias al
exterior causando lisis y muerte celular. Por su parte, De La Rosa et al., 2022 afirman que las
antocianinas son un tipo de flavonoides que tienen propiedades antioxidantes ideales para la
prevencion de enfermedades de las vias respiratorias, enfermedades gastroentéricas, asi como

en diferentes tipos de cancer.

Teniendo en cuenta que en el presente trabajo de investigacion se evaluo el efecto
antibacteriano del extracto etandlico de H. sabdariffa frente a especies de S. aureus y S.
pyogenes, los resultados obtenidos nos demuestran que la especie que presentd una mayor
sensibilidad correspondid a S. aureus cuyas cepas presentaron promedios de halos de inhibicion

de 15,72; 15,76 y 18,24 mm respectivamente, mientras que en S. pyogenes se evidencio una
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menor sensibilidad donde las cepas presentaron promedios de halos de inhibicién de 15,16;
16,0; 16,76 mm de diametro.

Esta pequefia diferencia puede estar relacionada con la estructura de la pared celular de
S. pyogenes que presenta diferentes proteinas como la proteina M de aspecto fimbrial, proteina
F, proteina T, etc., que podrian interferir en el pasaje del extracto al interior de la célula y actuar
sobre la membrana citoplasmatica, por otro lado, la diferencia entre estas especies puede estar
ligada a la procedencia de las cepas, por lo que las cepas de S. aureus, procedieron de heridas
superficiales siendo probable que hayan estado expuestas a la accidn de antibioticos lo que ha
permitido una mayor sensibilidad y las cepas de S. pyogenes se aislaron de pacientes portadores
asintomaticos con faringoamigdalitis, por lo que es probable que estas cepas no hayan estado
expuestas a la actividad de antibidticos. Es importante mencionar que ambas especies presentan
mecanismos de resistencia a los antibidticos similares, aunque es necesario tener en cuenta la

variabilidad genética que puedan exhibir ambas especies.

Realizado el Analisis de Varianza (ANAVA) para evaluar las variables en estudio, se
pudo observar que no se acepta la hipétesis nula (Ho) por lo que se determiné de que no existen
diferencias significativas entre las diferentes cepas de S. aureus y S. pyogenes., pero si con la
variable concentracion, rechazando la hipotesis nula (Ho) por lo que se puede decir de que
existen diferencias significativas entre las diferentes concentraciones, en donde a medida de
que las concentraciones se van incrementando también los halos de inhibicion se van
incrementando, como lo confirma la prueba de significacién de Tukey, pudiendo decir que a
medida que va aumentando la concentracion también se incrementan los diametros de los halos
de inhibicion.

Con respecto a la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y la Concentracion Minima
Bactericida (CMB) para las cepas de Staphylococcus aureus fue de 25 mg/mly la CMIy CMB
para Streptococcus pyogenes fue de 12,5 mg/ml paralacepaly 2y de 6,25 mg/ml para la cepa
3; nuestros resultados presentan cierta similitud con los de Harum y Suswati (2023), quién
determino el CMI para cepas de SAMR en 12.5%, pero difiere con Venkatezan et al., (2024)
cuyo CMI para S. aureus fue de 128 mg/ml, esté diferencia puede estar relacionado con la
genética de las cepas en estudio; por otro lado Bagus et al., (2024), a partir del extracto de H.
sabdariffa utilizando agua destilada como solvente, determiné el CMI y CMB para cepas de
Streptococcus mutans en 12, 5y 25%.
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CONCLUSIONES

El extracto etandlico de H. sabdariffa si tiene efecto inhibitorio sobre las dos especies
bacterianas de S. aureus y S. pyogenes. La concentracion que tuvo mejor actividad inhibitoria
frente a las cepas de S. aureus y S. pyogenes fue de 800 mg/ml, demostrando que sus principios

activos presentan un prometedor uso en la medicina natural.

La concentracion minima inhibitoria del extracto etanolico de H. sabdariffa frente a las
cepas de S. aureus fue de 25 mg/mL y para S. pyogenes fue de 6,25 mg/mL en lacepa3y 12,5
mg/mL para la cepa 1 y 2, indicando que en pocas concentraciones tiene un alto poder

antibacteriano.

La concentracién minima bactericida del extracto etandlico de H. sabdariffa para S.
aureus fue de 25 mg/mL y para S. pyogenes fue de 6,25 mg/mL en la cepa 3y 12,5 mg/mL
para la cepa 1y 2, evidenciando su alto poder bactericida y su posible uso en las infecciones

causadas por estas bacterias.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda probar otros tipos de extractos de H. sabdariffa como los metandlicos,
hexanico, acuosos e incluso en extractos etandlicos liofilizados para evaluar si existe
variacion en su actividad antimicrobiana.

Para futuras investigaciones se sugiere ampliar la investigacion utilizando otras
especies bacterianas, ademas de hongos y pardsitos, expuestos a diferentes
concentraciones para que de esta manera se de a conocer el gran potencial
fitoterapéutico que presenta la flor de H. sabdariffa.

Se recomienda formular preparados de uso topico y/ o de via oral para el tratamiento
de diferentes cuadros infecciosos causados por estos microorganismos de importancia
clinica.

Realizar estudios adicionales para identificar los mecanismos de accion especificos de
los compuestos activos en H. sabdariffa como los acidos fendlicos, flavonoides, entre
otros, ademas de realizar investigaciones sobre el nivel de toxicidad que pueden
presentar los principios activos de la flor de H. sabdariffa en los diferentes extractos

aplicando in vivo en animales y humanos.
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ANEXOS

Anexo 1

Cepas de Streptococcus pyogenes mostrando beta hemolisis

Anexo 2

Pruebas de identificacion de cepas de Streptococcus pyogenes

a) Colonias tipicas de S. pyoegenes; b) Cepas de S. pyoegenes mostrando crecimiento en medio
liquido; c) Prueba de bacitracina

Anexo 3

Pruebas de identificacion de cepas de Staphylococcus aureus

a) Prueba de fermentacion de manitol; b) Prueba de coagulasa; c) Prueba de catalasa
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Anexo 4

Maceracion de la flor de Jamaica (Hibiscus sabdariffa)

Anexo 5

Obtencion del extracto etandlico de H. sabdariffa
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Anexo 6

Pesado del extracto etanolico de Hibiscus sabdariffa

Anexo 7

Concentraciones del extracto etanolico de Hibiscus sabdariffa
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Anexo 8

In6culo bacteriano de las cepas en estudio

Anexo 9

Actividad antibacteriana en placa
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Anexo 10

Preparacion de las concentraciones de 800, 600, 400, 200, 100 mg/mL del extracto
etandlico de H. sabdariffa

Concentraciones Extracto Alcohol 40°
800 0.8 0.2
600 0.6 0.4
400 0.4 0.6
200 0.2 0.8
100 0.1 0.9

Anexo 11

Halos de inhibicién en placa de las cepas de Staphylococcus aureus




Anexo 12

Halos de inhibicion de las cepas de Streptococcus pyogenes
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Anexo 13

Concentracion Minima Inhibitoria de las tres cepas de Staphylococcus aureus frente al
extracto etandlico de Hibiscus sabdariffa
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Anexo 14

Concentracion Minima Inhibitoria de las tres cepas de Streptococcus pyogenes frente al
extracto etandlico de H. sabdariffa
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Anexo 15

Concentracion Minima Bactericida de la cepa 2 y 1 de Streptococcus pyogenes

Anexo 16

Concentracion Minima Bactericida de la cepa 3 de Streptococcus pyogenes
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Anexo 17

Medidas de los halos de inhibicién y promedio de los diametros (mm) de cepas de
Staphylococcus aureus frente al extracto etanélico de Hibiscus sabdariffa.

CEPAS CONC. REPETICIONES (mm) MEDIA TOTAL

(mg/mL) 1 2 3 4 5

100 9 10 10 12 10 10,2
200 11 14 12 13 11 12,2
400 17 19 17 17 17 17,4 15,72
600 17 20 18 20 18 18,6
800 20 21 20 22 18 20,2

Staphylococcus

aureus 01

100 11 11 13 14 13 12,4
200 14 14 16 16 14 14,8
400 19 18 21 21 18 19,4 18,24
600 21 22 22 22 20 21,4
800 23 23 23 25 22 23,2

Staphylococcus
aureus 02

100 10 11 11 10 9 10,2

200 13 13 13 12 12 12,6
Staphylococcus

400 16 18 17 17 17 17 15,76

aureus 03
600 18 19 19 19 18 18,6

800 19 22 21 20 20 20,4




Anexo 18

Medidas de los halos de inhibicion y promedio de los diametros (mm) de cepas de

Streptococcus pyogenes frente al extracto etandlico de Hibiscus sabdariffa.

CEPAS CONC. REPETICIONES (mm) MEDIA TOTAL
(mg/ml) 1 2 3 4 5
100 10 11 13 12 9 11
200 14 15 17 15 12 14,6
Streptococcus
400 17 19 18 18 18 18 16,84
pyogenes 01
600 18 20 20 19 20 19,4
800 19 21 22 22 22 21,2
100 13 9 9 9 8 9,6
200 15 11 12 14 13 13
Streptococcus
400 17 15 17 15 15 15,8 16
pyogenes 02
600 19 19 18 22 19 19,4
800 23 22 22 23 21 22,2
100 8 9 8 9 9 8,6
200 12 14 14 12 13 13
Streptococcus
400 16 15 18 15 17 16,2 15,20
pyogenes 03
600 17 18 20 18 18 18,2
800 20 20 21 20 19 20
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Otras pruebas estadisticas

Anexo 19

Prueba ANOVA para evaluar las diferencias segun concentracion del extracto etandlico
de H. sabdariffa y la variabilidad entre las cepas de S. aureus segun los halos de inhibicién.

Andlisis de varianza de los promedios de los halos de inhibicion (mm)

Fuente de variacion Suma de al Cuadr-ados F P- Decision
cuadrados medios valor

Cepa 104,187 2 52,093 3,094 0,051 Aceptar Ho
Concentraciones 1137,413 4 284,353 111,24 0,000 Rechazar Ho
Cepa * Concentracion 1243,947 14 88,853 73,635 0,000 Rechazar Ho
Cepa 1 * Concentracion 370,240 4 92,560 60,104 0,000 Rechazar Ho
Cepa 2 * Concentracion 409,360 4 102,340 70,096 0,000 Rechazar Ho
Cepa 3 * Concentracion 360,160 4 90,040 145,22 0,000 Rechazar Ho

Nota. gl: grados de libertad; F: estadistico F de Fisher. Sig.: valor de significancia: a = 0,05.

Se rechaza Ho cuando p < 0,05.

Anexo 20
Prueba de Tukey para la comparacion de los promedios de los halos de inhibicion de la

cepa 1 de S. aureus frente a las distintas concentraciones del extracto etandlico de H.

sabdariffa.
Promedio de los Subconjunto para alfa = 0.05
Cepa 1 * concentracion
halos de inhibicion 1 2 3
Cepal*100 10,20 a
Cepa 1 * 200 12,20 a
Cepa 1 *400 17,40 b
Cepa 1l *600 18,60 b c
Cepa 1 *800 20,20 c
Significancia bilateral (p —valor) 0,119 0,557 0,284

Nota. Letras diferentes = Diferencia significativa; Letras iguales = No existe diferencia

significativa.
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Anexo 21

Prueba de Tukey para la comparacion de los promedios de los halos de inhibicién de la

cepa 1 de S. aureus frente a las distintas concentraciones del extracto etandlico de H.

sabdariffa.
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Cepa 1 de Staphylococcus aureus frente a las concentraciones del extracto
etandlico
Anexo 22

Prueba de Tukey para la comparacion de los promedios de los halos de inhibicion de la

cepa 2 de S. aureus frente a las distintas concentraciones del extracto etandlico de H.

sabdariffa.
Promedio de los halos de Subconjunto para alfa = 0.05
Cepa* CC o
inhibicion (mm)
1 2 3 4
Cepa 2 *100 12,40 a
Cepa 2 * 200 14,80 b
Cepa 2 * 400 19,40 C
Cepa 2 * 600 21,40 c d
Cepa 2 * 800 23,20 d
Significancia bilateral (p —valor) 1,000 1,000 0,105 0,169

Nota. Letras diferentes = Diferencia significativa; Letras iguales = No existe diferencia

significativa. CC: concentracion
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Anexo 23

Prueba de Tukey para la comparacion de los promedios de los halos de inhibicion de la

cepa 2 de S. aureus frente a las distintas concentraciones del extracto etandlico de H.

12.40

sabdariffa.
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Anexo 24

Cepa 2 * 100 Cepa 2 * 200

Cepa 2 * 400 Cepa 2 * 600 Cepa 2 * 800

Cepa 2 de Staphylococcus aureus frente a las concentraciones del extracto

etanodlico

Prueba de Tukey para la comparacion de los promedios de los halos de inhibicion de la

cepa 3 de S. aureus frente a las distintas concentraciones del extracto etandlico de H.

sabdariffa.
Promedio de los halos de Subconjunto para alfa = 0.05
Cepa*CC

inhibicion (mm) 1 5 3 2 5
Cepa 3*100 10,20 a
Cepa 3 * 200 12,60 b
Cepa 3 * 400 17,00 C
Cepa 3 * 600 18,60 d
Cepa 3 *800 20,40 e

Significancia bilateral (p —valor)

1,000 1,000 1,000 1,000 1,000

Nota. Letras diferentes = Diferencia significativa; Letras iguales = No existe diferencia

significativa. CC: concentracion.
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Anexo 25
Prueba de Tukey para la comparacion de los promedios de los halos de inhibicion de la
cepa 3 de S. aureus frente a las distintas concentraciones del extracto etandlico de H.

sabdariffa.
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Cepa 3 de Staphylocccus aureus frente a las concentraciones del extracto
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Anexo 26

Prueba ANOVA para evaluar las diferencias segun concentracion del extracto etandlico

de H. sabdariffa y la variabilidad entre las cepas de S. pyogenes segun los halos de

inhibicion.
Andlisis de varianza de los promedios de los halos de inhibicion (mm)
Fuente de variacion Suma de gl Cuadr-ados F P Decision
cuadrados medios valor
Cepa 33,627 2 16,813 0,91 0,408 Aceptar Ho
Concentraciones 1217,253 4 304,313 142,27 0,000 Rechazar Hg
Cepa * Concentracion 1270,987 14 90,740 56,74 0,000 Rechazar Hg
Cepa 1 * Concentracion 330,160 4 82,540 46,90 0,000 Rechazar Hg

Cepa 2 * Concentracion 500,000 4 125,000 59,562 0,000 Rechazar Ho
Cepa 3 * Concentracion 407,200 4 101,800 108,30 0,000 Rechazar Ho

Nota. gl: grados de libertad; F: estadistico F de Fisher. Sig.: valor de significancia: a = 0,05.

Se rechaza Ho cuando p < 0,05.
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Anexo 27
Prueba de Tukey para la comparacion de los promedios de los halos de inhibicién de la

cepa lde S. pyogenes de frente a las distintas concentraciones del extracto etandlico de H.

sabdariffa.
Promedio de los halos de Subconjunto para alfa = 0.05
Cepa*CC
inhibicién (mm)
1 2 3 4

Cepal™*100 11,00 a

Cepa 1 * 200 14,60 b

Cepal*400 18,00 c

Cepa 1 * 600 19,40 c d

Cepa 1 * 800 21,20 d

Significancia bilateral (p —valor) 1,000 1,000 0,474 0,241

Nota. Letras diferentes = Diferencia significativa; Letras iguales = No existe diferencia
significativa.
Anexo 28

Comparacién de los promedios de los halos de inhibicion de la cepa 1 de S. pyogenes frente

a las distintas concentraciones del extracto etandlico de H. sabdariffa.
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Anexo 29
Prueba de Tukey para la comparacion de los promedios de los halos de inhibicion de la

cepa 2 de S. pyogenes frente a las distintas concentraciones del extracto etandlico de H.

sabdariffa.
Promedio de los halos de Subconjunto para alfa = 0.05
Cepa* CC o

inhibicion (mm) 1 5 3 Z 5
Cepa 2 *100 9,60 a
Cepa 2 * 200 13,00 b
Cepa 2 * 400 15,80 c
Cepa 2 * 600 19,40 d
Cepa 2 * 800 22,20 e

Significancia bilateral (p —valor) 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000

Nota. Letras diferentes = Diferencia significativa; Letras iguales = No existe diferencia

significativa. CC: concentracion.

Anexo 30
Comparacion de los promedios de los halos de inhibicion de la cepa 2 de S. pyogenes frente

a las distintas concentraciones del extracto etandlico de H. sabdariffa.
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Anexo 31
Prueba de Tukey para la comparacion de los promedios de los halos de inhibicion de la
cepa 3 de S. pyogenes frente a las distintas concentraciones del extracto etandlico de H.

sabdariffa.
Promedio de los halos de Subconjunto para alfa = 0.05
Cepa™* CC o
inhibicion (mm)
1 2 3 4
Cepa 3*100 8,60 a
Cepa 3 * 200 13,00 b
Cepa 3 *400 16,20 c
Cepa 3 * 600 18,20 c d
Cepa 3 * 800 20,00 d
Significancia bilateral (p —valor) 1,000 1,000 1,000 0,056

Nota. Letras diferentes = Diferencia significativa; Letras iguales = No existe diferencia

significativa. CC: concentracion.

Anexo 32
Comparacion de los promedios de los halos de inhibicion de la cepa 3 de S. pyogenes frente

a las distintas concentraciones del extracto etandlico de H. sabdariffa.
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